UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

NOVO GENE cry8 DE Bacillus thuringiensis:
CARACTERIZA(;AO E AVALIA(;AO DA PATOGENICIDADE
AO BICUDO DA CANA-DE-ACUCAR, Sphenophorus levis

VAURIE, 1978 (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE)

Juliana Regina Rossi

Bidloga

JABOTICABAL — SAO PAULO — BRASIL
Julho de 2011



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

NOVO GENE cry8 DE Bacillus thuringiensis:
CARACTERIZA(;AO E AVALIA(;AO DA PATOGENICIDADE
AO BICUDO DA CANA-DE-ACUCAR, Sphenophorus levis

VAURIE, 1978 (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE)

Juliana Regina Rossi

Orientador: Prof. Dr. Manoel Victor Franco Lemos

Co-orientadora: Profa. Dra. Janete Apparecida Desidério

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para a
obtencdo do titulo de Doutora em Agronomia
(Genética e Melhoramento de Plantas).

JABOTICABAL — SAO PAULO — BRASIL
Julho de 2011



R832n

Rossi, Juliana Regina

Novo gene cry8 de Bacillus thuringiensis: caracterizacdo e
avaliacdo da patogenicidade ao bicudo da cana-de-acUcar,
Sphenophorus levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae) / Juliana
Regina Rossi. — — Jaboticabal, 2011

xi, 93 f.:il. ; 28 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2011

Orientador: Manoel Victor Franco Lemos

Co-orientadora: Janete Apparecida Desidério

Banca examinadora: Ana Maria Guidelli Thuler, Fernando Hercos
Valicente, Lucia Maria Carareto Alves, Odair Aparecido Fernandes

Bibliografia

1. Bacillus thuringiensis. 2. Primer walking. 3. Sequenciamento 4.
Ensaio de patogenicidade. I. Titulo. Il. Jaboticabal-Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias.

CDU 632.937:633.61

Ficha

catalografica elaborada pela Secéo Técnica de Aquisicdo e Tratamento da Informagao —
Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagdo - UNESP, Campus de Jaboticabal.







DADOS CURRICULARES DA AUTORA

JULIANA REGINA ROSSI - nascida em 09 de dezembro de 1980, na
cidade de Jaboticabal - SP, € Bidloga, graduada no curso de Ciéncias Bioldgicas
(Licenciatura Plena e Bacharelado com énfase em Ciéncias Ambientais) pelo
Centro Universitario de Araraquara (UNIARA), Araraquara - SP, em mar¢o/2004.
Foi bolsista de Treinamento Técnico - | da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP), pela Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV/UNESP),
Departamento de Tecnologia, Campus de Jaboticabal - SP, na qual contribuiu
para a Implantacdo do Centro Brasileiro de Estocagem de Clones (BCCCenter),
no periodo de 10/2000 a 11/2002. Desenvolveu o projeto “Morfologia e histologia
da porcao inicial do sistema digestorio da perdiz Rhynchotus rufescens” como
bolsista de Iniciacdo Cientifica FAPESP pela instituicio FCAV/UNESP, no
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, em 2003. Em 2004, realizou
estagio junto ao Laboratorio de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada
(LGBBA), do Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria, FCAV/UNESP.
Em mar¢o/2005, ingressou no curso de mestrado em Agronomia (Genética e
Melhoramento de Plantas) pela FCAV/UNESP, desenvolvendo sua pesquisa como
bolsista da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES). Obteve o titulo de mestre em Agronomia (Genética e Melhoramento de
Plantas) em 13 de julho de 2007, sendo sua dissertacdo intitulada: “Bacillus
thuringiensis var. israelensis SPS1: caracterizacdo da regido promotora e efeito
em larvas de Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae)”. Em agosto/2007, ingressou
no Curso de Doutorado na mesma area e instituicdo em que realizou o Mestrado,
sendo bolsista da CAPES. Constituiu o grupo de pesquisa responsavel pelo
desenvolvimento do Projeto Tematico “Pest management using Bacillus
thuringiensis cry genes”, financiado pela FAPESP. Participou da comisséo
organizadora do “Curso de Inverno de Genética” (FCAV/UNESP), nas edicdes de

2005 a 2011, sendo que nos anos de 2010 e 2011 foi coordenadora do evento.



“Determinagéo, coragem e autoconfianga sao fatores decisivos para o sucesso. N&o
importa quais sejam os obstaculos e as dificuldades. Se estamos possuidos de uma
inabalavel determinacdo, conseguiremos supera-los. Independentemente das
circunstancias, devemos ser sempre humildes, recatados e despidos de orgulho.”

Dalai Lama



Aos meus pais Arlindo Rossi ¢ Sonia Aparecida Agostinho Rossi,
pelo amor incondicional, exemplo de vida, incentivo, pela dedicacéo e torcida.

A0 meu irmdo André Luis Rossi,
pelo carinho, exemplo de determinagéo, apoio e pela amizade.

... 6U 0 tenho a agradecer a Deus por me presentear com pessoas tdo
maravilhosas ... AMO VOCES FAMILIA!!

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Deus e a Nossa Senhora Aparecida pela presenca constante em minha
vida, possibilitando a realizagdo de mais um sonho.

Aos meus pais, Arlindo e Sénia, e a meu irmao André, por serem anjos em
minha vida, exemplos de dedicacédo, perseveranca e carater.

A toda minha familia, em especial ao meu avo Joaquim Agostinho, aos tios
Sidney, Dalva, Sueli, Isaltina e Rubens e, aos primos Sidney Junior, Silvio, Sintya,
Sarah, Débora, Leandro, Carmem e Wilton, pela torcida, pelo incentivo, carinho e
pelos momentos de uniédo e alegria vivenciados.

Ao Prof. Dr. Manoel Victor Franco Lemos, pelo profissionalismo, pelos
ensinamentos que muito contribuiram para meu crescimento cientifico, intelectual
e pessoal, pela amizade, competéncia, confianca em mim depositada e orientacédo
imprescindivel para a realizacao deste trabalho.

A Profa. Dra. Janete Apparecida Desidério, pela co-orientagdo, amizade e
pelos conhecimentos transmitidos no decorrer deste trabalho.

A Dra. Viviane Schuch, pelo profissionalismo, auxilio imprescindivel no
isolamento do novo gene cry de Bacillus thuringiensis e pela amizade.

Ao Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), em especial aos pesquisadores
Dra. Sabrina Moutinho Chabregas, Dr. Enrico de Beni Arrigoni e Luis Carlos de
Almeida, e a técnica Sueli Aparecida Piacentini, pelo profissionalismo, auxilio e
fornecimento das larvas de Sphenophorus levis para a realiza¢do do bioensaio.

Aos amigos Ana Maria Guidelli Thuler, Claudio Damasceno Pavani, Meire
de Cassia Alves e Najara da Silva, pela amizade, disponibilidade e pelo auxilio na
elaboracgéo dos bioensaios.

Ao Dr. Luciano Takeshi Kishi, pelos ensinamentos concedidos durante a
confeccdo da arvore filogenética e pela amizade.

A Eliane Cristina da Cunha Alves, pela amizade e pelo suporte técnico

durante a conducéo dos experimentos.



A Profa. Dra. Maria Inés Tiraboschi Ferro, a Profa. Dra. Eliana Gertrudes
Macedo Lemos, ao Prof. Sérgio Antonio de Bortoli e ao Prof. Dr. Hélio José
Montassier, por permitirem a utilizacdo de equipamentos e da infra-estrutura de
seus laboratérios durante a execucdo dos experimentos, pelo profissionalismo e
pela amizade.

Aos membros do Exame Geral de Qualificacdo, Profa. Dra. Luciana Rossini
Pinto, Prof. Dr. Jackson Antonio Marcondes de Souza, Profa. Dra. Katia Cristina
Kupper e Profa. Dra. Ana Maria Guidelli Thuler, pela participacdo e sugestdes
cientificas que muito contribuiram para esta tese.

Aos membros da Comissao Examinadora, Profa. Dra. Ana Maria Guidelli
Thuler, Prof. Dr. Fernando Hercos Valicente, Profa. Dra. Lucia Maria Carareto
Alves e Prof. Dr. Odair Aparecido Fernandes, pela disponibilidade, pelas valiosas
sugestdes e pelo esmero na correcao deste trabalho.

A Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual
Paulista “Jdlio de Mesquita Filho” (FCAV/UNESP), ao Programa de POs-
Graduacdo em Agronomia (Genética e Melhoramento de Plantas) e aos docentes
desta instituicdo, pelas disciplinas ministradas, pelo ensino de qualidade,
conhecimento intelectual adquirido e pela oportunidade de realizar o curso de
doutorado.

Ao Prof. Dr. Rinaldo César de Paula, coordenador do curso de POs-
Graduacdo em Agronomia (Genética e Melhoramento de Plantas), pela
disponibilidade, amizade e pelo auxilio sempre que precisei.

Ao Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuéaria (FCAV/UNESP),
pela concessdo do espaco fisico e infra-estrutura de suas dependéncias para
realizacdo desta pesquisa.

Aos funcionarios do Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuéria, em
especial a Maria Lucina de Oliveira Moraes da Silva, Aldo Antdnio de Souza e

Ivana Aparecida Martucci Garcia, pela amizade e pelos momentos de convivio.



Aos queridos amigos Daniela Oliveira, Poliana Altafim, Geiza Carla, Maria
das Gracas, Rafaela, Ana Mikki Nakamura, Juliana Nakamura, Poliana Melo,
Leticia Carregari, Matheus Vilhena Parenti, Alessandra Niero Maximo, Tiago
Méximo, pela valiosa amizade, torcida, pelas oracdes, pelo carinho e incentivo.

Aos amigos e colegas do Laboratorio de Genética de Bactérias e
Biotecnologia Aplicada (LGBBA), Ana Maria, Ana Rita, André, Bruna, Camila
Davolos, Camila Figueiredo, Caroline, Claudio, Deise, Elaine, Eliane, Fernanda,
Irlan, Janaina, Jaqueline, Juliana Costa, Juliana Leite, Juliana Xavier, Larissa,
Laura, Ldacia, Maria Gabriela, Marta, Meire, Michele, Naiara, Najara, Paula,
Rebeca, Roberta, Selma (in memorian), Suzana, Vivian, Viviana Tibaduiza,
Viviane Matos e Viviane Vianna, pela amizade, pelo conhecimento compartilhado
e pelos momentos que convivemos juntos, 0s quais seréo levados pra sempre em
meu coracao e em minha memdria.

Aos docentes, amigos e colegas do Laboratdério de Bioquimica de
Microrganismos e Plantas (LBMP), Profa. Dra. Eliana Gertrudes Macedo Lemos,
Profa. Dra. Lucia Maria Carareto Alves, Andressa, Eliamar, Elisangela, Gabriela,
Gisele, Haroldo, Helena, Hemelin Ludmila, Jackson, Jo&do Carlos, Karla, Maira,
Maria Teresa, Milena, Renato, Rosmeriana, Silvana, Tehuni, Tereza, Viviane
Schuch e Viviane Vieira, pela amizade, pelo auxilio e pelos conhecimentos a mim
concedidos.

Aos docentes, amigos e colegas do Laboratorio de Bioquimica e Biologia
Molecular (LBBM), Prof. Dr. Jesus Aparecido Ferro, Profa. Dra. Maria Inés
Tiraboschi Ferro, Agda, Ana Carolina, Andréia, Daniele, Elaine, Fabricio, Flavia
Dall’Aqua, Flavia Carvalho, Gisele, Juliana, Julio, Karina, Marilza, Mdnica, Rafael,
Renata, pela amizade, pelos ensinamentos e bons momentos que passamos

juntos.



Ao Prof. Dr. Sérgio Antonio de Bortoli e aos colegas do Laboratorio de
Biologia e Criagéo de Insetos (LBCI), Cacia, Marina, Jodo Rafael, lara, Elizabeth,
Robson, Roberto, Alessandra, Alessandra Marieli, Gustavo, Ana Carolina, Valéria,
Haroldo, pela recepcdo no laboratério durante a execucdo do bioensaio e pela
amizade.

A todos os amigos e colegas de Pds-Graduacéo, pela amizade, troca de
experiéncias, pelos ensinamentos e bons momentos partilhados.

Aos funcionarios da Secao de Pos-Graduagéo e da Biblioteca da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal, pela disponibilidade
na prestacao de servicos.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), pela concessdo da bolsa de doutorado, essencial para a realizacéo
deste trabalho.

A todos que direta ou indiretamente colaboraram para a realizacdo desta
pesquisa, MEUS SINCEROS AGRADECIMENTOS!!



SUMARIO
Péagina
LISTADE FIGURAS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eannnes il
LISTA DE TABELAS ...ttt e ettt e e e e e e e e aeeaeaaeeannnnes iX
RESUMO ...ttt e e e e e e e e e e e ettt ettt e e e e e e e e e e e e e X
SUMMARY Lottt et e e e e e e e e ettt e e e e e e e Xi
1. INTRODUGAOD .......coiieeceeeeeeeee ettt tn e ene s 1
2. REVISAO DE LITERATURA ..o ottt 4
2.1. A cultura da cana-de-acgucar (Saccharum SPP.) «oooooveeeeeieiiiiiieeeei 4
2.2. Sphenophorus levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae) ..................... 7
2.3. BaCillus thUINGIENSIS ....cooiiie e 10
2.3.1. O-ENAOLOXINAS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e 11
2.3.2. Estrutura tridimensional das proteinas Cry........cccceuvvvvviiiiiiiiiniieeeeeeeeen 13
2.3.3. Mecanismo de agdo da proteina cristal..........cccccvvveiieiiiiiiiieeee e, 14
2.4. Transformacao geneética de plantas..........cc.uvveeeiiiiiiiiiiiieeiei e 16
T @ 1= | I Y 1 USSP 19
3.1. ODBJELIVO GEIAI ... 19
3.2. ODbjetiVOS €SPECITICOS ....uuuuiiiiiiiiiiiiiee et 19
4, MATERIAL & METODOS........cuiiiieeeieeeeeeeee ettt sae st ane e 20
4.1. Linhagens e isolados de Bacillus thuringiensis................uueeiiiiiiinninneeeeeeeen. 20
4.2. Condicdes de cultivo das células bacterianas ............ccccceevviviiiiiiiiiiiineeeen, 21
4.3. Extracao e quantificacdo do DNA gen6mico de B. thuringiensis.................. 21
4.4. Deteccao de genes cry8 (coledptero-especificos) por PCR .............ceeeee. 23
4.5. Clonagem do fragmento génico em vetor pGEM®-T EaSY.......ccccovvueeeuennn 25

4.6. Transformacéo de células de Escherichia coli com DNA plasmidial............ 26



4.7. Minipreparacdo de DNA plasmidial...........ccccceeiiiiiiiiiiiiiiii e 27
4.8. Analise dos clones por PCR e restricao enzimatiCa ............ccccevveeiriivneeeeenns 28
4.8.1. Confirmacao dos clones recombinantes pela técnica de PCR............... 28
4.8.2. Confirmacao dos clones recombinantes por restricao...........ccccccvvvnnnnn.. 29
4.9. Sequenciamento e analise dos clones positivos para o gene cry8.............. 30

4.10. Determinacgdo da sequéncia completa do gene cry8 pela estratégia de
PFIMIEE WaAIKING Lo e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeaeeees 32

4.11. Toxicidade de proteinas Cry solubilizadas para larvas de Sphenophorus

LBVIS . e as 37
4.11.1. Obtencao das proteinas Cry de B. thuringiensis .............cccccceeeeveneneee. 37
4.11.2. Ensaio de patogenicidade com larvas de S. leViS .........cccceeeeiiiienenne. 39

5. RESULTADOS & DISCUSSAOQ ......ooveieeeeeeeeeeeeee e 41

5.1. Anadlise do contetdo de genes cry8 em isolados de B. thuringiensis .......... 41

5.2. Obtencéo da sequéncia completa do gene cry8 presente no isolado de B.

thuringIEeNSIS BT 1622 .......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt a e e e e e e e e e e aeeees 45

5.2. Patogenicidade da nova proteina Cry8 de BT_1622 a larvas de 2° instar de

TR = P 77
B. CONCLUSOES.....cooiiieiiiieieieie ettt 79

7. REFERENCIAS .....oooitiiiticcteeeeete ettt 80



LISTA DE FIGURAS

Péagina

Figura 1. Principais regifes produtoras da cana-de-acucar no Brasil e localizagédo

das usinas (em vermelho). Fonte: <http://www.unica.com.br/content/>. 16 julho

Figura 2. Ciclo biolégico do bicudo da cana-de-acUcar Sphenophorus levis Vaurie,
1978 (Coleoptera: Curculionidae). Disponivel em:
<http://galeria.cuiket.com.br/foto/ciclo-do-bicudo-da-cana-sphenophorus-

levis_5225.html>. 16 JUINO 2011 ......ccooiiiiiiiiiiiieeeer e e e e 8

Figura 3. Danos gerados pelas larvas de S. levis nos colmos e rizomas da cana-
de-acUcar. Disponivel em:
<http://www.biologico.sp.gov.br/artigos_ok.php?id_artigo=39#>. 16 julho 2011......9

Figura 4. Estrutura primaria das ©-endotoxinas de Bacillus thuringiensis:

localizacdo dos dominios e blocos conservados (de MAAGD et al., 2001) ........... 12

Figura 5. Estrutura tridimensional da proteina Cry8Eal evidenciando (A) dominios
| (em azul), Il (em verde) e lll (em vermelho). (B) Blocos conservados: 1 (azul), 2

(amarelo), 3 (laranja), 4 e 5 (violeta) e a porcgédo restante em Cinza...................... 13

Figura 6. Modo de acdo das proteinas Cry de Bacillus thuringiensis. Fonte:
<http://web.utk.edu/~jurat/Btresearchtable.html>. 16 julho 2011 ..............cccevvrnnnn. 15

Figura 7. Mapa do vetor de clonagem pGEM®-T Easy (Promega®).................... 25

Figura 8. Bioensaio com larvas de 2° instar de Sphenophorus levis (Coleoptera:
Curculionidae) submetidas aos tratamentos com proteinas de Bacillus

L0101 o =T 0 S £ SRR 40



Figura 9. Esquema ilustrando a utilizagcdo dos iniciadores gerais (Bravo et al.,

1998) para a deteccdo do gene cry8 em 46 isolados de B. thuringiensis.............. 41

Figura 10. Eletroforograma evidenciando o produto de amplificacdo obtido por
PCR com a utilizacdo de oligonucleotideos iniciadores gerais para 0 gene cry8.
Canaleta 1: BT_I622; 2: B. thuringiensis var. tenebrionis; 3: B. thuringiensis var.
israelensis; CN: controle negativo da reacdo. MM - marcador molecular

“GeneRuler™ 1 kb DNA ladder” (Fermentas Life SCIENCES ........cccvvvevevreeriennn, 42

Figura 11. Analise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela
restricdo enziméatica (B). Canaleta 1-15: clones obtidos a partir do isolado BT_1622
com os oligonucleotideos gerais (Gral-cry8[d] e Gral-cry8[r]). MM - marcador

molecular “GeneRuler™ 1kb DNA ladder” (Fermentas Life Sciences) .................. 44

Figura 12. Resultado da andlise de similaridade do fragmento do gene cry8 (~376

pb) por meio da ferramenta Blastn utilizando o banco de dados GenBank. .......... 45

Figura 13. Esquema ilustrando a utilizacéo dos iniciadores Gral-cry8 (d) (Bravo et
al., 1998) e Gral-cry3 (r) (Ben-Dov et al., 1997) na estratégia de “primer walking” 46

Figura 14. Eletroforograma evidenciando o produto de amplificacdo obtido por
PCR com a utilizagéo dos oligonucleotideos iniciadores Gral-cry8 (d) (Bravo et al.,
1998) e Gral-cry3 (r) (Ben-Dov et al.,, 1997). Canaleta 1. BT_l1622; 2: B.
thuringiensis var. tenebrionis; 3: B. thuringiensis var. israelensis; CN: controle
negativo da reacdo. MM - marcador molecular “GeneRuler™ 1kb DNA ladder”

(Fermentas Life SCIEBNCES) ...coiiiiiiieieiiiiiceeeee e 46

Figura 15. Analise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela
restricdo enzimatica (B). Canaletas 1-10: clones resultantes do processo de
transformacdo com o fragmento génico de 1420 pb. MM - marcador molecular
“GeneRuler™ 1kb DNA ladder” (Fermentas Life SCIENCES).........ccocveveerevreeeennns 47



Figura 16. Resultado da analise de similaridade do fragmento do gene cry8 (1420

pb) por meio da ferramenta Blastn utilizando o banco de dados GenBank ........... 48

Figura 17. Esquema ilustrando a utilizacdo dos iniciadores Gral-cry8 (d) (Bravo et

al., 1998) e Cry8-C3 (r) na estratégia de “primer walking” ..............cccccevviiiiiieneennn. 50

Figura 18. Eletroforograma evidenciando o produto de amplificacdo obtido por
PCR com a utilizagdo dos iniciadores Gral-cry8 (d) (BRAVO et al., 1998) e Cry8-
C3 (r). Canaleta 1: BT_1622; 2: B. thuringiensis var. tenebrionis; 3: B. thuringiensis
var. israelensis; CN: controle negativo da reacdo. MM - marcador molecular
“GeneRuler™ 1kb DNA ladder” (Fermentas Life SCIENCES)........cccooveeevevreeeennns 50

Figura 19. Analise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela
restricdo enzimatica (B). Canaletas 1-16: clones resultantes do processo de
transformagédo com o fragmento génico de 3302 pb. MM - marcador molecular
“GeneRuler™ 1kb DNA ladder” (Fermentas Life SCIences).........ccoceveveeevrenenn. 51

Figura 20. Resultado da analise de similaridade do fragmento do gene cry8 (3302

pb) por meio da ferramenta Blastn utilizando o banco de dados GenBank ........... 52

Figura 21. Esquema ilustrando a utilizacdo dos iniciadores Cry8-C4 (d) e Cry8-C4

(r) na estratégia de “primer Walking” ...........uuuuimiiiiiiiiieeee e e e e 54

Figura 22. Esquema ilustrando a utilizacdo dos iniciadores Cry8-C5 (d) e Cry8-C5

() na estratégia de “primer WalKing” ........coovvviiiiiiiiiiiiieee e 54

Figura 23. Esquema ilustrando a utilizacao dos iniciadores Cry8-C6 (d) e Cry8-C6

(r) na estratégia de “primer Walking” ............cuuueiiiiiiiiiii e 55



Vi

Figura 24. Eletroforograma evidenciando os produtos de amplificacdo obtidos a
partir do isolado BT_1622 com diferentes oligonucleotideos iniciadores. Canaleta 1:
Cry8-C4 (d / r); 2: Cry8-C5 (d / r); 3: Cry8-C6 (d / r); CN: controle negativo da
reacdo. MM - marcador molecular “GeneRuler™ 1kb DNA ladder” (Fermentas Life

Yo o= PP 55

Figura 25. Analise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela
restricdo enzimatica (B). Canaleta 1-10: clones resultantes do processo de
transformacdo com o fragmento génico de 628 pb. MM - marcador molecular
“GeneRuler™ 1kb DNA ladder” (Fermentas Life SCIences)...........coveeveveeevreeennnn. 56

Figura 26. Analise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela
restricdo enzimatica (B). Canaletas 1-6: clones resultantes do processo de
transformacdo com o fragmento génico de 1580 pb. MM - marcador molecular
“GeneRuler™ 1kb DNA ladder” (Fermenta Life SCIENCes)........cccvecevveervereeveennns 56

Figura 27. Analise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela
restricdo enzimatica (B). Canaleta 1-10: clones resultantes do processo de
transformacdo com o fragmento génico de 508 pb. MM - marcador molecular
“GeneRuler™ 1kb DNA ladder” (Fermentas Life SCIeNces)...........covevevieevreennns. 57

Figura 28. Resultado da analise de similaridade do fragmento do gene cry8 (628

pb) por meio da ferramenta Blastn utilizando o banco de dados GenBank ........... 58

Figura 29. Resultado da analise de similaridade do fragmento do gene cry8 (1580

pb) por meio da ferramenta Blastn utilizando o banco de dados GenBank ........... 59

Figura 30. Resultado da analise de similaridade do fragmento do gene cry8 (508

pb) por meio da ferramenta Blastn utilizando o banco de dados GenBank ........... 60



vii

Figura 31. Esquema ilustrando a utilizacédo dos iniciadores Cry8-C7 (d) e Cry8-C7
(r) e a obtencdo da sequéncia completa do novo gene cry8 pela estratégia de
“primer walking”. Em destaque: os cddons de iniciacdo (ATG) em azul e

finalizacdo do gene (TAA) em vermelno ... 61

Figura 32. Eletroforograma evidenciando o produto de amplificacdo obtido por
PCR com a utilizacao dos oligonucleotideos Cry8-C7 (d) e Cry8-C7 (r). Canaleta 1:
BT _1622; CN: controle negativo da reacdo. MM - marcador molecular
“GeneRuler™ 1kb DNA ladder” (Fermentas Life SCIENCES).........cccooveeeevevreeeennn, 62

Figura 33. Analise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela
restricdo enzimatica (B). Canaleta 1-12: clones resultantes do processo de
transformacdo com o fragmento génico de 510 pb. MM - marcador molecular
“GeneRuler™ 1kb DNA ladder” (Fermentas Life SCIeNces)...........coveeveveeeveeennn. 63

Figura 34. Resultado da analise de similaridade do fragmento do gene cry8 (510

pb) por meio da ferramenta Blastn.............coooiiiiiiii i 63

Figura 35. Eletroforograma evidenciando a amplificagdo do novo gene cry8 por
PCR com a utilizacdo dos oligonucleotideos Gral-cry8 (d) e Cry8-C7 (r). Canaleta
1: BT _1622; CN: controle negativo da reacdo. MM - marcador molecular
“GeneRuler™ 1kb DNA ladder” (Fermentas Life SCIENCES).........ccccveveeeevrverenennnn, 64

Figura 36. Sequéncia de nucleotideos do novo gene cry8 proveniente do isolado
2 I G 22U PPPERRRRTTRR 65

Figura 37. Resultado da analise de similaridade da sequéncia completa do gene
cry8 (BT _1622) por meio da ferramenta Blastn. Em amarelo estdo destacadas as

SUbSLItUICOES de NUCIEOIAEOS ......evviiieiee e 66



viii

Figura 38. Alinhamento da sequéncia deduzida de aminoacidos da proteina Cry8
oriunda do isolado BT_1622 com a proteina Cry8Bal (BLASTp). Em destaque:
regibes de aminoacidos distintas (em cinza), substituicdes de aa (em amarelo) e
auséncia de residuos de aminoacidos nas sequéncias da nova proteina (em

vermelho) e de Cry8Bal (€M VEIUE) .......oceeiiiiiieieeeeeieeieeeeeeei e 68
Figura 39. Fase aberta de leitura (ORF) do novo gene cry8 de BT_I1622 ............. 70

Figura 40. Sequéncia deduzida da proteina Cry8 de BT_1622 pelo programa ORF
FINDER (NCBI). Em destaque: cddon de inicio da tradugdo génica (ATG) (em
verde), metioninas presentes na sequéncia proteica (em azul) e cédon de

finalizacdo do gene (TAA) (em vermelno) ..o 70
Figura 41. Dominios conservados da nova proteina Cry8 de B. thuringiensis...... 74

Figura 42. Analise filogenética de proteinas Cry8 (coledptero-especificas). O
filograma foi construido pelo método de “Neighbor-joining” utilizando os
alinhamentos mudltiplos resultantes do alinhamento realizado pelo programa
CLUSTALW. A arvore foi gerada pelo programa MEGA4. As sequéncias utilizadas
na andlise foram adquiridas do banco do NCBI. O numero representado nas
ramificacoes indica os valores de “Bootstrap” (em porcentagem) obtidos em 1000

=] 0T Tod 0TSSP PUPPPPUPPPPIR 75

Figura 43. Larvas de S. levis mortas devido a ingestdo da nova proteina Cry8 de
=30 27 ORI 77



LISTA DE TABELAS

Péagina

Tabela 1. Oligonucleotideos gerais para o gene cry8 (coleoptero-especifico) ...... 23

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores universais: SP6 € T7 .......cccccccccciiiiinenennn. 29

Tabela 3. Iniciadores especificos elaborados para a estratégia de “primer walking”

Tabela 4. Programas de PCR utilizados na amplificacdo dos fragmentos do gene

cry8 presente N0 iSOlad0 BT 1622 .......cccoviiiiiiiii e 34



NOVO GENE cry8 DE Bacillus thuringiensis: CARACTERIZACAO E
AVALIAQAO DA PATOGENICIDADE AO BICUDO DA CANA-DE-A(;UCAR,
Sphenophorus levis VAURIE, 1978 (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE)

RESUMO - A caracterizacdo molecular de 46 isolados de Bacillus
thuringiensis foi realizada por meio da técnica de PCR com os oligonucleotideos
iniciadores gerais Gral-cry8(d)/Gral-cry8(r), resultando na identificacdo do isolado
BT _1622 como portador do gene cry8 (coledptero-especifico). O fragmento obtido
de aproximadamente 376 pares de base (pb), localizado na porcéo inicial do gene,
foi clonado em vetor pGEM®-T Easy, sequenciado e analisado por bioinformatica.
A determinagdo da sequéncia completa do gene cry8 presente no isolado
BT 1622, foi realizada pela estratégia de “primer walking” com a utilizacdo de
oligonucleotideos especificos. Os iniciadores foram elaborados através do
programa Primer3, com base nas sequéncias de genes cry8 depositadas no banco
de dados publico GenBank (NCBI) e, por meio da analise das sequéncias geradas
com o par de oligonucleotideos gerais utilizados inicialmente na caracterizagéo
dos isolados. As amplificagcbes com diferentes combinacdes de iniciadores
resultaram na obtenc&o de fragmentos em torno de 1420, 3302, 628, 1580, 508 e
510 pb, os quais foram clonados, sequenciados e analisados pelos programas
Phred/Phrap/Consed visando a montagem do gene. A sequéncia contendo 3531
pb foi comparada ao GenBank pela ferramenta BLASTn, apresentando 98% de
similaridade com o gene cry8Ka2. Paralelamente, a sequéncia de aminoacidos
deduzida (1176 aa) revelou 75% de identidade com a proteina Cry8Bal na analise
com o algoritmo BLASTp, demonstrando que o isolado BT_1622 & portador de um
novo gene cry8. Os bioensaios indicaram que as larvas de Sphenophorus levis

sdo sensiveis a nova proteina Cry8 de B. thuringiensis.

Palavras-Chave: BT_I1622, “primer walking”, sequenciamento, bioensaio.
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NEW GENE cry8 OF Bacillus thuringiensis: CHARACTERIZATION AND
EVALUATION OF PATHOGENICITY TOWARDS THE SUGARCANE WEEVIL
Sphenophorus levis VAURIE, 1978 (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE)

SUMMARY — The molecular characterization of 46 Bacillus thuringiensis
isolates was carried out using the PCR technique with primers designed to detect
cry8 genes (Gral-cry8(d)/Gral-cry8(r)), resulting in the identification of the isolate
BT_1622 as a cry8 gene carrier (coleopteran specific). The ca. 376 base pairs (bp)
fragment obtained was located in the initial part of the gene, which was cloned into
the plasmid pGEM®-T Easy, sequenced and analyzed by bioinformatics. The
complete sequence determination of this gene found within isolate BT 1622 was
done using the “primer walking” strategy. The primers were designed using the
software Primer3, comparing to previously sequenced cry8 genes found in the
public database GenBank (NCBI) and analyzing the sequences generated with the
pair of general primers used initially in the characterization of isolates. The
amplifications with different primer combinations resulted other fragments of this
gene with 1,420; 3,302; 628; 1,580; 508 and 510 bp, which were cloned,
sequenced and analyzed using the software Phred/Phrap/Consed to obtain the full
gene. The 3,531 bp sequence was compared to the GenBank using the BLASTn
tool, and showed 98% of similarity with the gene cry8Ka2. Also, the deduced
amino acid sequence (1,176 amino acids) showed 75% identity to the Cry8Bal
using the algorithm BLASTp, demonstrating that the isolate BT_1622 carriers a
new cry8 gene. The bioassay results indicated that the Sphenophorus levis larvae

are sensitive to the new Cry8 protein of B. thuringiensis.

Keywords: BT_1622, “primer walking”, sequencing, bioassay.



1. INTRODUGCAO

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) é uma planta aldogama presente em
regides tropicais e subtropicais, cuja importancia socioeconémica esta relacionada
com a producéo de acucar e alcool, os quais geram divisas, empregos e riquezas
aos paises produtores da cultura. Dentre eles, o Brasil se destaca no cenario
mundial como maior produtor de cana-de-aglcar, seguido da india, China e
Tailandia. Segundo levantamento realizado pela Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB, 2011), a producdo nacional de cana-de-aglcar para a
safra 2011/2012 esta estimada em 76,03 toneladas por hectare, numa area de 8,4
milhdes de hectares. Entre as regides produtoras da cana, o estado de Sao Paulo
responde por 52,8% (4,46 milhdes de hectares), sendo considerado o maior
produtor sucroalcooleiro do Brasil.

No entanto, devido a incidéncia de insetos-praga sobre a cultura, ha uma
reducéo significativa nos valores de produtividade, principalmente quando os
danos séo causados pelo bicudo da cana-de-agucar, Sphenophorus levis Vaurie
(1978) (DEGASPARI et al.,, 1987). O curculionideo S. levis constitui uma das
principais pragas de solo que afetam o sistema radicular da cana-de-agUcar,
reduzindo consideravelmente a produtividade agricola, longevidade dos canaviais
e a qualidade da matéria prima (ALMEIDA & STINGEL, 2005).

O ciclo biologico desse inseto é constituido por ovo, larva, pupa e adulto. As
fémeas ovipositam na base dos colmos, por meio de uma perfuracao realizada
com o rostro, inserindo 0os ovos na planta de cana. ApGs a eclosao, as larvas
cavam galerias nos internodios basais dos colmos para se alimentarem, causando
grandes prejuizos no interior da planta, ou seja, perdas de 20 a 30 toneladas de
cana-de-acUcar por hectare/ano. A fase de pupa compreende um periodo de 7 a
15 dias, originando posteriormente o adulto de coloragdo castanho-escuro
medindo cerca de 10 mm (ARRIGONI, 2010).



Atualmente, o controle de larvas de S. levis é realizado por dois diferentes
métodos de manejo: o controle quimico e o cultural. Devido ao comportamento e
habitat das larvas, o0 emprego de inseticidas quimicos nao proporciona um controle
satisfatério da praga, sendo necessaria a adocdo do método de controle cultural.
Esse método consiste no emprego do eliminador mecanico de soqueira para a
remocdo das plantas infectadas pelo bicudo S. levis, apresentando resultados
significativos de controle, porém, apenas para o primeiro corte da cana. Em
decorréncia da proxima safra, os rizomas da planta sdo preservados no solo
favorecendo o aumento da incidéncia de S. levis na cultura, sem que haja
mecanismos que possam frear o aumento da populacdo dessas pragas na area
(PRECETTI & ARRIGONI, 1990).

Diante do exposto, a busca por métodos de controle mais eficazes e
seguros € de suma importancia para o manejo integrado do bicudo S. levis. Com
iSso 0s agentes de controle biol6gico aparecem como uma alternativa econémica
e ecologicamente viavel. Dentre os agentes microbianos utilizados como controle
biolégico, a bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) se destaca por produzir inclusdes
cristalinas denominadas &-endotoxinas (proteinas Cry), as quais exibem atividade
entomopatogénica aos imaturos de insetos pertencentes as ordens Lepidoptera,
Diptera, Coleoptera, Hemiptera, Hymenoptera, Mallophaga, além de nematoides,
protozoarios e acaros. B. thuringiensis é uma bactéria Gram-positiva pertencente a
familia Bacillaceae, aerObia, anaerébia facultativa, catalase positiva,
guimioheterétrofa, ubiqua, sendo que suas células vegetativas possuem forma de
bastonete (GLARE & O'CALLAGHAM, 2000).

A utilizacdo das proteinas Cry tem demonstrado ser uma estratégia valiosa
no controle biologico de insetos-praga, especialmente com o desenvolvimento de
plantas transgénicas expressando genes de B. thuringiensis, incentivando
pesquisadores e empresas no desenvolvimento de programas de prospeccgéo
visando a descoberta de novos genes cry. Neste contexto, o presente trabalho
teve por objetivo a caracterizagdo molecular de 46 isolados de B. thuringiensis

visando a obtencdo de novos genes da classe cry8 (coledptero-especificos) pela



estratégia de “primer walking”, os quais podem ser utilizados futuramente na
transformacéo de plantas de cana-de-acucar para o controle do bicudo S. levis
Vaurie, 1978.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura da cana-de-acUcar (Saccharum spp.)

A cana-de-acUcar é uma planta alégama pertencente a familia Poaceae
(Gramineae), tribo Andropogoneae e género Saccharum, cujo centro de origem
esta localizado no sudeste asiatico, entre as regides da Indonésia e Nova Guiné
(MATSUOKA et al., 2005). No Brasil, a cana foi introduzida por Martin Afonso de
Souza em 1532, a partir de mudas trazidas provavelmente da Illha da Madeira
(CESNIK & MIOCQUE, 2004).

O género Saccharum é composto por seis espécies, sendo duas selvagens,
Saccharum spontaneum Linnaeus (2n=40-128) e S. robustum Brandes e Jeswiet
ex Grassl (2n=60-205) e quatro formas cultivadas, S. officinarum Linnaeus
(2n=80), S. barberi Jeswiet (2n=81-124), S. sinense Roxb. (2n=111-120) e S.
edule Hassk. (2n=60-80) (DANIELS & ROACH, 1987). O melhoramento genético
da espécie cultivada S. officinarum (cana nobre) tem sido realizado atraves de
sucessivos cruzamentos interespecificos com as espécies acima citadas,
resultando em cultivares modernas (Saccharum spp.) com alto grau de poliploidia
(100 a 130 cromossomos) (VETTORE et al., 2003).

A cana-de-acgUcar é considerada uma planta perene com metabolismo C4, a
gual apresenta elevada taxa fotossintética e eficiéncia na conversdo de energia
radiante em quimica (SEGATO et al., 2006). O cultivo de cana ocorre
predominantemente em regides tropicais e subtropicais. O desenvolvimento da
planta de cana-de-aclcar se da em forma de touceira, no qual a parte aérea é
constituida pelos colmos, folhas, inflorescéncias e frutos, enquanto que a
subterranea é composta por raizes e rizomas. A inflorescéncia € uma panicula
aberta, chamada de bandeira ou flecha. Os rizomas sdo formados por nédios
(nds), internddios (entrends) e gemas responsaveis pela concepcéo dos perfilhos

na touceira (MOZAMBANI et al., 2006). Fatores ambientais como temperatura,



disponibilidade hidrica e de nutrientes e insolacdo sdo de fundamental importancia
para o desenvolvimento da cultura da cana-de-agucar.

O ciclo da cana oriunda de muda, ou seja, que recebera o primeiro corte, é
denominada ciclo da cana-planta, sendo que o plantio pode ser realizado em dois
periodos distintos. O primeiro periodo compreende a plantacdo da cana no inicio
da estagcdo chuvosa e quente, entre os meses de setembro a novembro, sendo
gue seu ciclo apresenta uma duracdo meéedia de 12 meses (cana de ano). No
segundo periodo, a cana € plantada entre os meses de janeiro a abril,
intermediando a estacao chuvosa e quente e 0 outono e, possui um ciclo variavel
de 14 a 21 meses, conforme data de plantio e época de maturacdo da variedade
(cana de ano e meio). Devido a rebrota, a cana cultivada posteriormente é
chamada de cana-soca e as colheitas de ressocas (AFONSI et al., 1987).

Dentre os produtores do setor sucroalcooleiro, o Brasil se destaca no
cenario mundial como maior produtor da cultura. De acordo com a Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB, 2011), a area cultivada com cana-de-acgucar
no pais continua em expansao, sendo estimada em 8,4 milh6es de hectares na
safra de 2011/12. Os maiores indices de aumento ocorrem em S&o Paulo, Mato
Grosso do Sul, Goias, e Minas Gerais. O estado de Sdo Paulo continua sendo o
maior produtor brasileiro com 52,8% (4.458,31 mil hectares), seguido de Minas
Gerais com 8,77% (740,15 mil hectares), Goias com 7,97% (673,38 mil hectares),
Parana com 7,33% (619,36 mil hectares), Mato Grosso do Sul com 5,69% (480,86
mil hectares), Alagoas com 5,34% (450,75 mil hectares) e Pernambuco com
3,84% (324,03 mil hectares) (Figura 1). A produtividade média desta safra esta
estimada em 76,03 toneladas por hectare, 1,8% menor que a safra anterior
(2010/11), que foi de 77,45 toneladas por hectare, devido a estiagem prolongada

(abril a novembro), principalmente na regido Centro-Oeste e Sudeste.
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Fonte: NVPE-Unicamp. IBGE & CTC

Figura 1. Principais regides produtoras da cana-de-agucar no
Brasil e localizagdo das usinas (em vermelho). Fonte:
<http://www.unica.com.br/content/>. 16 julho 2011.

A previséo do total de cana moida para a safra de 2011/12 € de 641.982 mil
toneladas, com incremento de 2,9% em relacdo a safra 2010/11, que foi de
623.905,1 mil toneladas, o que resultar4d na producdo de aproximadamente 27
bilhdes de litros de etanol (8,7 bilhdes de litros de etanol anidro e 18,4 bilhdes de
litros de etanol hidratado) e, 31 milhdes de toneladas de acucar (CONAB, 2011).
Além da producdo de acucar e etanol (anidro e hidratado), produtos como
aguardente e os subprodutos bagaco (geracao de energia), vinhaca, torta de filtro,
racdo animal, fertilizantes, produtos aglomerados e embalagens sdo obtidos a
partir da cana-de-agucar.

Apesar do sucesso como lider na producdo mundial de acucar e etanol, o
Brasil enfrenta sérios problemas em relacdo a incidéncia de insetos-praga na
cultura da cana. Dentre as principais pragas identificadas nos canaviais
brasileiros, destacam-se: as brocas Diatraea saccharalis Fabricius, 1794
(Lepidoptera: Crambidae) e Telchin licus licus Drury, 1773 (Lepidoptera:



Castiniidae), a cigarrinha-das-raizes, Mahanarva fimbriolata Stal, 1854 (Hemiptera:
Cercopidae), formigas cortadeiras e as pragas de solo, como cupins e 0s besouros
Sphenophorus levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae) e Migdolus fryanus

Westwood, 1863 (Coleoptera: Vesperidae).

2.2. Sphenophorus levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae)

O bicudo ou gorgulho da cana-de-acucar Sphenophorus levis Vaurie, 1978
(Coleoptera: Curculionidae) constitui uma das principais pragas de solo que
afetam o sistema radicular da cana-de-acgUcar, reduzindo consideravelmente a
produtividade agricola, longevidade dos canaviais e a qualidade da matéria prima
(DEGASPARI et al., 1987; PRECETTI & ARRIGONI, 1990; ALMEIDA & STINGEL,
2005). A primeira mencdo dessa praga atacando a cultura da cana-de-acucar no
Brasil foi feita em 1977, no municipio de Santa Barbara D’Oeste - SP, sendo que
sua expansdo a diferentes estados foi intensificada a partir do ano de 2000
(ALMEIDA, 2005).

Segundo levantamento realizado em 2010 pelo Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC), Piracicaba - SP, foram confirmados focos de S. levis em 131
municipios de 4 estados distintos, ou seja, 126 municipios em S&o Paulo, 3 em
Minas Gerais, 1 no Parand e 1 no Mato Grosso do Sul. Dentre os fatores que
podem estar contribuindo para a rapida disseminacdo do inseto-praga, pode-se
citar: a identificacdo tardia da area infestada, a falta de um conjunto de medidas
necessarias para o Manejo Integrado de Pragas (MIP), as dificuldades no controle
da praga, o transporte de mudas de cana-de-acgUcar infectadas, o avanco da area
de colheita de cana sem queima (cana crua) associada a ferti-irrigacdo com
vinhagca, o que propicia melhores condicdes de sobrevivéncia ao gorgulho
(ARRIGONI, 2010).

O bicudo S. levis possui metamorfose completa, ou seja, o ciclo bioldgico
deste inseto € composto por ovo, larva, pupa e adulto (Figura 2). As fémeas

perfuram a base dos colmos com o rostro e depositam em torno de 60 a 70 ovos,



gue ficardo incubados por um periodo de 7 a 12 dias. Os ovos apresentam forma
eliptica com as dimensdes 0,27 mm de comprimento e 0,10 mm de largura
(DEGASPARI et al., 1987).

Figura 2. Ciclo biolégico do bicudo da cana-de-aclcar
Sphenophorus  levis  Vaurie, 1978 (Coleoptera:
Curculionidae). Disponivel em:
<http://galeria.cuiket.com.br/foto/ciclo-do-bicudo-da-
cana-sphenophorus-levis_5225.html>. 16 julho 2011.

As larvas de S. levis sdo apodas, de coloracédo esbranquicada e possuem
grande sensibilidade ao calor e a desidratacdo. Essas larvas se alimentam da
planta de cana por meio da escavacdo de galerias circulares e longitudinais nos
internédios basais dos colmos, resultando em grandes danos para a cultura
(Figura 3). As plantas atacadas apresentam o amarelecimento e secagem de
folhas e, consequentemente, a morte de perfilhos, os quais podem ser facilmente
extraidos da touceira. Decorrente da infestagdo da praga, 0s prejuizos (perdas) na
produtividade agricola podem variar de 20 a 30 toneladas de cana-de-acucar por
hectare/ano, reduzindo a qualidade da matéria prima e longevidade do canavial,
além do aumento nos custos de producdo devido as acdes de monitoramento e
controle do inseto. O periodo larval estd compreendido entre 30 e 60 dias. Pouco

antes de alcancar a fase de pupa, a larva abre uma galeria e se instala, cessando



sua alimentacdo e movimentacdo. As pupas permanecem nesse estadio de vida
de 7 a 15 dias, dando origem posteriormente ao adulto de coloracdo castanho-
escuro com manchas pretas no dorso e listras longitudinais nos élitros, os quais
apresentam longevidade de 200 a 220 dias. Geralmente, os machos medem em
média 9,7 mm de comprimento e as fémeas 11,9 mm (PRECETTI & ARRIGONI,
1990; ALMEIDA, 2005; ARRIGONI, 2010).

Figura 3. Danos gerados pelas larvas de S. levis nos colmos e
rizomas da cana-de-agUcar. Disponivel em:
<http://www.biologico.sp.gov.br/artigos_ok.php?id_arti
00=39#>. 16 julho 2011.

O inseto adulto apresenta uma capacidade de vbdo restrita, o que
caracteriza sua baixa capacidade de dispersdo, sugerindo desta forma que a
disseminacado de S. levis esta diretamente relacionada com o transporte de mudas
infectadas através da malha rodoviaria (DEGASPARI et al., 1987; DINARDO-
MIRANDA, 2005) Ocorrem dois picos populacionais para os adultos, sendo um
menor no més de outubro e novembro, e o principal em fevereiro e margco. A
mesma dinamica também é observada para as larvas, com um pico populacional
em dezembro e outro, de maior intensidade, em junho-julho. Esses dados
sugerem a ocorréncia de duas geracdes anuais da praga, em épocas bem
definidas (DEGASPARI et al., 1987; PRECETTI & ARRIGONI, 1990). Assim, nos

periodos de maio a novembro, especialmente nos trés primeiros meses, ocorrem
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0s maiores danos nas plantas de cana-de-acucar, visto que a fase larval € a que
causa maior prejuizo a cultura (ALMEIDA, 2005).

Em virtude do comportamento e do habitat das larvas e adultos de S. levis,
0s métodos de controle tradicionais envolvendo a utilizacdo de inseticidas
quimicos ndo apresentam resultados satisfatérios na reducdo da populacdo de
insetos, sendo necessaria a ado¢do de meétodos de controle culturais, ou seja, 0
emprego do Eliminador Mecéanico de Soqueira (EMS). A destruicdo das soqueiras
apresenta-se como um método relativamente satisfatério para o primeiro corte de
cana, ou seja, a partir deste periodo como o rizoma da cana permanece no solo
para a proxima safra, a incidéncia da praga aumenta consideravelmente, nao
havendo mecanismos que possam frear a dissemina¢cdo do curculionideo no
canavial (PRECETTI & ARRIGONI, 1990). Sendo assim, a utilizacdo de plantas
transgénicas expressando genes cry (coledptero-especificos) de Bacillus
thuringiensis surge como uma nova tatica de manejo, proporcionando uma forma

mais direcionada e eficaz no controle do bicudo S. levis.

2.3. Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram-positiva pertencente a
familia Bacillaceae, catalase positiva, aerobica, podendo também crescer em
anaerobiose (GLARE & O'CALLAGHAM, 2000), de habito quimioheterotrofico,
com temperatura ideal de crescimento em torno de 30 + 2° C (MORAES &
CAPALBO, 1986). Suas células vegetativas possuem forma de bastonete,
medindo cerca de 1,0 a 2,0 um de largura por 3,0 a 5,0 um de comprimento. Esta
bactéria € geralmente movel, possuindo flagelos peritriquios (GLARE &
O’CALLAGHAM, 2000).

Em condi¢des nutricionais desfavoraveis, a divisao celular é interrompida e
inicia-se o0 processo de esporulagdo, o qual resulta na producdo de inclusdes
proteicas (proteinas Cry ou d-endotoxinas) que se acumulam no compartimento da

célula-mée correspondendo a cerca de 20-30% do peso seco da célula
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esporulada. O cristal é liberado juntamente com o esporo durante o processo de
lise celular (LERECLUS et al., 1989). O formato do cristal é determinado pela
composicao e estrutura das proteinas Cry, podendo estas apresentar-se na forma
bipiramidal, cubdide, ovoéide, rombdide, esférica ou sem uma forma definida
(HABIB & ANDRADE, 1998, de MAAGD et al., 2003).

A atividade entomopatogénica da bactéria B. thuringiensis esta intimamente
relacionada a producdo dos cristais, 0s quais possuem em sua constituicdo um
agregado de proteinas codificadas pelos diferentes tipos de genes cry, exibindo
atividade toxica para diversas ordens de insetos (Lepidoptera, Diptera, Coleoptera,
Hemiptera, Hymenoptera, Mallophaga), além de nematoides, protozoarios e
acaros (HOFTE & WHITELEY, 1989; FEITELSON et al., 1992; SCHNEPF et al.,
1998). Alem das proteinas Cry, outros fatores de viruléncia como as proteinas Cyt
e Vip, a-exotoxinas, B-exotoxinas, hemolisinas, enterotoxinas e quitinases sao
produzidas por B. thuringiensis. E uma bactéria ubiqua podendo ser encontrada
no solo, restos de insetos, graos armazenados, teias de aranha e superficie de
plantas (de MAAGD et al, 2001).

2.3.1. 6-endotoxinas

As d-endotoxinas sdo proteinas que apresentam-se na forma de protoxina
composta por uma massa molecular que pode variar de 130-140 kDa, as quais
necessitam ser ativadas pelas proteases presentes no intestino médio dos insetos
em condicdes especificas de pH, resultando na liberacdo de um fragmento téxico
(PIGOTT & ELLAR, 2007). As protoxinas possuem duas regiOes distintas: a
primeira relacionada a toxicidade ao inseto-praga e apresentando variabilidade,
sendo denominada por¢do amino-teminal (N-Terminal) e, a segunda, portadora da
regido conservada existente entre as proteinas Cry e, esta associada a estrutura,
formacéo e solubilizacdo do cristal, conhecida como porgéo carboxi-terminal (C-
terminal) (HOFTE & WHITELEY, 1989; SCHNEPF et al., 1998).
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A andlise de regides altamente conservadas por meio do alinhamento das
sequéncias de aminoacidos das proteinas Cry, revelou a presenca de cinco blocos
conservados (1, 2, 3, 4 e 5) na regido codificadora da proteina (HOFTE &
WHITELEY, 1989; de MAAGD et al., 2001) (Figura 4). O bloco 1 esta constituido
pela a-hélice central (a-5) do dominio I, o bloco 2 € composto pela regido de
interface entre os dominios | e I, o bloco 3 € formado pela regido de ligacao entre
os dominios Il e lll, o bloco 4 é composto pela folha- central e, o bloco 5 constitui
a porcéo final do dominio Il (de MAAGD et al., 2001).

Paralelamente, outros trés blocos (6, 7 e 8) localizados na regido C-terminal
da protoxina foram descritos por SCHNEPF et al. (1998), porém nao estao
embutidos na fragdo toxica da proteina. Estes dados sédo de extrema importancia
para o conhecimento das relacbes evolucionarias e para a comprovacao da
atividade bioldgica das proteinas Cry, as quais sao constituidas por familias com
blocos similares e mecanismos de acdo semelhantes (MONNERAT & BRAVO,
2000).

Figura 4. Estrutura priméaria das 0-endotoxinas de Bacillus
thuringiensis: localizacdo dos dominios e blocos
conservados (de MAAGD et al., 2001).
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O primeiro grupo é constituido pelas proteinas Cryl, Cry3, Cry4, Cry7,
Cry8, Cry9, Cry10, Cry16, Cryl7, Cryl9 e Cry20 que sdo muito relacionados entre
si e suas toxinas ativas compartilham cinco blocos de significativa homologia
(LERECLUS et al., 1993). O segundo grupo € formado pelas proteinas Cry5,
Cryl2, Cry13, Cryl4 e Cry21, as quais apresentam homologia entre os blocos 1,
2, 4 e 5, variabilidade no segundo bloco e o terceiro bloco totalmente ausente
(SCHNEPF et al., 1998). Ja o terceiro grupo € composto pelas proteinas Cry2,
Cryl11 e Cry18, possui 0 bloco 1 e uma variante truncada do bloco2 (LERECLUS
et al., 1989).

2.3.2. Estrutura tridimensional das proteinas Cry

A estrutura tridimensional de oito proteinas Cry foi resolvida por cristalografia
e difracéo de raios-X: CrylAa (GROCHULSKI et al., 1995), CrylAc (LI et al.,
2001), Cry2Aa (MORSE et al., 2001), Cry3Aa (LI et al., 1991), Cry3Bbl (GALITSKY
et al.,, 2001), Cry4Aa (BOONSERM et al., 2006), Cry4Ba (BOONSERM et al.,
2005) e Cry8Eal (GUO et al., 2009) (Figura 5).

A B

Figura 5. Estrutura tridimensional da proteina Cry8Eal evidenciando (A) dominios |
(em azul), Il (em verde) e Il (em vermelho). (B) Blocos conservados: 1
(azul), 2 (amarelo), 3 (laranja), 4 e 5 (violeta) e a porcdo restante em
cinza.
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Apesar das diferencas existentes entre as sequéncias de aminoacidos,
todas as proteinas Cry compartilham uma estrutura comum, formada por trés
dominios. O dominio | (N-terminal) consiste de 7 a-hélices, sendo 6 hélices
anfipaticas (a-1, a-2, a-3, a-4, a-6 e a-7) circundado por uma hélice central (a-5)
que é hidrofobica, e esta envolvido na insercdo da proteina na membrana e
formacéo do poro. O dominio Il € formado por trés folhas-B antiparalelas ao redor
de um cerne hidrofébico, finalizando em alcas no apice da molécula, formando os
loops 1, 2 e 3 (RUKMINI et al., 2000; de MAAGD et al., 2003). O dominio Il (C-
terminal) é constituido de duas folhas- antiparalelas, formando um (-sanduiche.
Os dominios Il e Il estdo envolvidos no reconhecimento e ligagdo da proteina
ativada ao receptor. Acredita-se que o dominio Ill esteja fortemente envolvido com
a estabilidade estrutural (de MAAGD et al., 2001), protegendo a toxina de
degradacdo durante o processamento proteolitico e controlando as interacdes
toxina-toxina, podendo também agir em conjunto com o dominio I, na formagéo de
poros (RUKMINI et al., 2000).

2.3.3. Mecanismo de a¢ao da proteina cristal

A maioria dos estudos sobre o modo de acdo das proteinas Cry foi
realizado com insetos da ordem Lepidoptera (KNOWLES & DOW, 1993), o qual é
constituido por vérias etapas. Primeiramente, os cristais de B. thuringiensis sdo
ingeridos por larvas suscetiveis e em seguida, solubilizados no intestino médio do
inseto (Figura 6). Diferencas na solubilizagcdo podem contribuir para determinar as
alteracdes no grau de toxicidade entre as proteinas Cry (ARONSON et al., 1991).

A ativacdo das protoxinas em polipeptidios téxicos ocorre devido ao
processamento realizado pelas proteases intestinais, na qual a por¢cdo C-terminal
das protoxinas € removida, restando somente a parte ativa (N-terminal)
(MONNERAT & BRAVO, 2000). A clivagem proteolitica € uma etapa essencial

para a determinacdo da especificidade, sendo que a principal protease digestiva
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para os insetos da ordem Lepidoptera e Diptera € a serino-protease, enquanto que
para coledpteros sdo as cisteino e aspartico-proteases (de MAAGD et al., 2001).

As proteinas ativas ligam-se a receptores localizados nas microvilosidades
das células colunares do epitélio intestinal das larvas de insetos suscetiveis das
ordens Lepidoptera (HOFMANN et al., 1988), Coleoptera (BRAVO et al., 1992) e
Diptera (HOFTE & WHITELEY, 1989). Em geral, quatro receptores proteicos tém
sido descritos para lepidopteros como possiveis moléculas para ligagdo das
proteinas Cry as células do epitélio intestinal dos insetos suscetiveis: uma proteina
do tipo caderina (CADR), uma aminopeptidase-N ancorada a glicosilfosfatidil-
inositol (GPI), uma fosfatase alcalina ancorada a glicosilfosfatidil-inositol (GPI) e,
um glicoconjugado de 270 kDa (BRAVO et al., 2007).

Figura 6. Modo de agéo das proteinas Cry de Bacillus thuringiensis. Fonte:
<http://web.utk.edu/~jurat/Btresearchtable.html>. 16 julho 2011.

Em seguida, a proteina se une rapida e irreversivelmente a membrana
plasmatica das células epiteliais, promovendo a abertura ou formagao de poros e,

consequentemente, um desequilibrio osmotico entre o meio intra e extracelular,
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aumentando a permeabilidade das microvilosidades a cétions, anions e agua
(VAN RIE et al., 1989; SCHNEPF et al., 1998; de MAAGD et al., 2001; BRAVO et
al., 2005). Com a desestruturacdo da membrana e destruicdo das células ali
presentes, os esporos encontram condicBes favoraveis para germinacdo na
hemolinfa, levando o inseto a morte pelos processos de inanicdo e septicemia
(MONNERAT & BRAVO, 2000).

2.4. Transformacdo genética de plantas

Estudos envolvendo o melhoramento genético tem resultado no incremento
da produtividade de varias espécies cultivadas, através da utilizacdo de
abordagens tecnolégicas que visam a obtencdo de uma planta com ganho
genético maior apos a selecdo (QUECINI & VIEIRA, 2001). Sendo assim, a
tecnologia do DNA recombinante constitui numa importante ferramenta para o
isolamento de genes e sua posterior insercdo estavel no genoma do hospedeiro,
resultando num individuo igual ao receptor, porém dotado de uma nova
caracteristica. Dentre as caracteristicas agronémicas de grande interesse
comercial, a resisténcia a insetos se destaca no cenario mundial devido a utilizacao
de genes cry da bactéria B. thuringiensis na transformacéo de diferentes culturas.

Existem diversas técnicas de transformacdo genética de plantas, as
quais estao agrupadas basicamente em duas categorias: transferéncia indireta
(insercdo do DNA exdgeno ao genoma da planta por meio de um vetor
biolégico) e direta (introducdo do material genético no vegetal através de
processos fisico-bioquimicos).

A transformacdo indireta consiste numa estratégia simples, eficiente e
barata para transformar plantas e é mediada por bactérias do género
Agrobacterium, a qual resulta na producdo de plantas geneticamente
modificadas com um numero limitado de cépias do transgene. As espécies
comumente utilizadas, Agrobacterium tumefaciens e Agrobacterium rhizogenes,

sdo bactérias fitopatogénicas de solo, Gram-negativas, pertencentes a familia
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Rhizobiaceae e sdo causadoras de doencas em dicotiledéneas (galhas da coroa e
raiz em cabeleira, respectivamente) (DE BLOCK, 1993).

O processo de transferéncia de fragmentos do DNA bacteriano (T-DNA) das
agrobactérias para a célula vegetal é mediado pela interacdo planta-patdgeno
(REAM & GELVIN, 1996). Localizados dentro do T-DNA (“transferred DNA”) que foi
transferido para a planta, estdo presentes 0s genes envolvidos na biossintese
constitutiva de fiitohormdnios (auxinas e citocininas), os quais sao responsaveis pela
alteracdo no desenvolvimento normal do tecido da planta, ocasionando a formagéo
do tumor. Além dos fitohorménios, estas bactérias também possuem oncogenes
para a sintese de acglcares e aminoacidos (opinas), que sdo fundamentais para a
sobrevivéncia da bactéria (OGER et al., 1997). A presenca de sequéncias com 25
pares de base (pb) delimitando as extremidades do T-DNA possibilita a transferéncia
do mesmo (WANG et al., 1984). Sendo assim, a transferéncia do T-DNA para a célula
vegetal ocorre a partir do momento em que compostos fendlicos sédo liberados pela
regido lesionada da planta ativando a regido de viruléncia (vir) que dara inicio ao
processo (STACHEL et al, 1985). Os vetores utilizados para a transformacéo via A.
tumefaciens possuem os genes de viruléncia (vir) e sdo desarmados, ou seja, nao
possuem oncogenes em seu plasmideo (REAM & GELMIN, 1996). Dessa foram, A.
tumefaciens € utilizada como vetor de transformacéo, onde o fragmento de T-DNA
€ eliminado e substituido por um gene de interesse (SACILOTO, 2003).

Em relacdo a transferéncia direta, os principais métodos utilizados séo: a
eletroporacdo e a biobalistica, A transformacdo por eletroporagdo consiste na
inducdo temporéria de poros nas membranas celulares dos protoplastos, os quais
sdo produzidos por um campo elétrico e permitem a passagem de ions e
moléculas (DNA). Esse método € pouco utilizado para monocotiledéneas
(BIRCH, 1997). J4& a transformacédo pelo método de biobalistica consiste na
aceleracdo de microparticulas que atravessam a parede celular e membrana
plasmaética, carregando o DNA para o interior da célula (FERREIRA et al., 2004).
Para tal procedimento, sdo utilizados microprojéteis de ouro ou tungsténio, com

didmetro em torno de 1 ym, nos quais sao impregnadas as moléculas de DNA.
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Os microprojéteis transportam as moléculas de DNA fixadas em sua superficie,
as quais sdo posteriormente liberadas, sendo que poucas atingem o ndcleo e

conseguem integrar o genoma da célula vegetal (KLEIN et al., 1987).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Caracterizar isolados de Bacillus thuringiensis portadores de novos genes
cry8 (coledptero-especificos) e avaliar sua toxicidade a larvas de 2° instar de

Sphenophorus levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae).

3.2. Objetivos especificos

Detectar a presenca do gene cry8 em isolados de B. thuringiensis;

Caracterizar o fragmento coledptero-especifico;

Determinar a sequéncia completa do novo gene cry8;

Avaliar a toxicidade da proteina Cry de BT_1622 solubilizada.
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4. MATERIAL & METODOS

As analises moleculares do presente estudo foram realizadas no
Laboratério de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA), do
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuéria, Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV), Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (UNESP), Campus de Jaboticabal, SP. A elaboracdo do ensaio de
patogenicidade com larvas do bicudo da cana-de-acucar, Sphenophorus levis
Vaurie (1978) (Coleoptera: Curculionidae), foi realizada junto ao Centro de
Tecnologia Canavieira (CTC), Piracicaba - SP. Posteriormente, o bioensaio foi
armazenado em sala climatizada do Laboratério de Biologia e Criacdo de Insetos
(LBCI), do Departamento de Fitossanidade, FCAV/UNESP, Jaboticabal - SP.

4.1. Linhagens e isolados de Bacillus thuringiensis

Foram utilizados 46 isolados brasileiros de Bacillus thuringiensis (BT_I89,
BT 193, BT_197, BT_I99, BT _l101, BT_l106, BT_I107, BT_I115, BT_I116,
BT_1121, BT_I124, BT_1129, BT_I142, BT 1147, BT_I54, BT_I177, BT_I178,
BT_1187, BT_l466, BT_1583, BT_1606, BT_I622, BT_1629, BT _1689, BT_I704,
BT 1706, BT_1710, BT_I750, BT_I1788, BT _ 1906, BT 1912, BT 1913, BT _ 1915,
BT 1918, BT 1921, BT 1923, BT 1939, BT 1940, BT 1968, BT 11039, BT 11100,
BT 11101, BT 11108, BT 11110, BT_11144) + BT_11204, pertencentes a colecao
do LGBBA, FCAV/UNESP, Jaboticabal - SP.

Os isolados supracitados entre parénteses foram previamente selecionados
por CICERO (2007), durante o desenvolvimento do Projeto Tematico “Manejo de
pragas com a utilizacdo de genes cry de B. thuringiensis” (FAPESP - Proc.
03/09539-8). A caracterizagcdo molecular de 1128 isolados de B. thuringiensis foi
realizada por meio da técnica de Reac¢do em Cadeia da Polimerase (PCR), com o0s
pares de iniciadores Cry3Aa LGBBA, Cry3Ba Conservado, Cry3Bb Conservado,



21

Cry7 Geral Conservado, Cry7 Geral LGBBA, Cry8 Geral Conservado, Cry9 Geral
Conservado, Cry9 Geral LGBBA, Cry35Aa Conservado, Cry35Ba Conservado,
resultando na selecdo de 45 isolados coledptero-especificos, os quais foram
testados posteriormente em bioensaios com larvas de S. levis (CICERO, 2007).
Além dos isolados, foram utilizadas as linhagens padréo B. thuringiensis var.
tenebrionis (controle positivo - ordem Coleoptera) e B. thuringiensis var. israelensis

(controle negativo - ordem Diptera), presentes também na colecédo do LGBBA.

4.2. Condig¢des de cultivo das células bacterianas

Os isolados e linhagens padrdo de B. thuringiensis encontram-se estocados
em fitas de papel filtro impregnadas com uma suspenséo de esporos e mantidos
em BOD a 10°C. Para o inicio dos experimentos, fitas foram submersas em tubos
criogénicos contendo agua grau Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA) estéril no dia
anterior a repicagem, obtendo-se uma suspensao de esporos. Uma aliquota dessa
solucéo foi adicionada em placas de Petri contendo meio de cultura Agar Nutriente
(NA) (Acumedia, Baltimore, USA) (3,0 g/L de extrato de carne; 5,0 g/L de peptona
bacteriolégica e 15,0 g/L de agar), semeada com o auxilio de uma alca de platina
esterilizada e, incubadas em estufa a 30°C por 16 horas.

As coldnias obtidas foram inoculadas em 100 ml de caldo de infusdo de
cérebro e coracéo (BHI) (Himedia, Mumbai, india) (10,0 g/L de peptona; 2,0 g/L de
glicose; 5,0 g/L de cloreto de sodio e 2,5 g/L de fosfato dissddico) e submetidas a
agitacao de 200 rpm, por 4 horas e 30 minutos, a 30°C, em agitador orbital (Forma
Scientific, modelo 420, Marietta, OH, USA).

4.3. Extracado e quantificacdo do DNA gendmico de B. thuringiensis
O DNA genbdmico das células de B. thuringiensis foi obtido pelo protocolo

descrito por WILSON (1987), o qual nos forneceu um material de alto peso

molecular e elevado grau de pureza.
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As culturas bacterianas provenientes de 100 ml de meio BHI foram
centrifugadas a 7.740 x g, por 15 minutos, a 4°C (Beckman J2-21, rotor JA-20,
Brea, CA, USA). Os precipitados obtidos por centrifugagdo foram ressuspendidos
em 9,5 ml de TE [Tris HCI 10 mM; EDTA 1 mM (pH 7,4)] adicionado de lisozima
(20 mg/ml) e homogeneizados em aparelho do tipo “vortex”. Em seguida,
adicionaram-se 500 ul de dodecil sulfato de soédio (SDS) 10% e 50 ul de
proteinase K (20 mg/ml) as preparacdes, agitando-as suavemente, sendo apos
incubadas em banho-maria por 1 hora, a 37°C. Posteriormente, acrescentou-se
1,8 ml de NaCl (5 M) aos tubos, os quais foram homogeneizados por inversao.
ApOs este procedimento, 1,5 ml da solu¢do contendo CTAB/NaCl foi adicionada as
preparacdes, misturadas e, logo em seguida, incubadas em banho-maria por 20
minutos, a 65°C.

As desproteinizagbes foram feitas utilizando-se um volume de 13,35 ml de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e centrifugadas a 9.800 x g, por 10 minutos, a
4°C (Beckman J2-21, rotor JA-20, Brea, CA, USA). Os sobrenadantes foram
coletados com o auxilio de uma pipetadora e 20 ml de isopropanol absoluto gelado
foram adicionados para a precipitacdo do DNA. Posteriormente, adicionaram-se 2
ml de etanol 70% gelado as amostras, sendo em seguida, submetidas a
centrifugacdo a 9.800 x g, por 10 minutos, a 4°C (Beckman J2-21, rotor JA-20,
Brea, CA, USA). O sobrenadante foi descartado e novamente foi realizada uma
lavagem com etanol 70%. Os precipitados obtidos por centrifugacdo a 9.800 x g,
por 10 minutos, a 4°C (Beckman J2-21, rotor JA-20, Brea, CA, USA) foram
dissolvidos em 1 ml de TE, ao qual foi adicionado 25 pl de RNAse (10 mg/ml) e
incubados por 1 hora, a 37°C. O material genético foi armazenado em freezer (-
20°C) até o momento do uso.

As amostras contendo DNA gendmico foram quantificadas em aparelho
NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE,
USA). A analise da integridade dos &cidos nucléicos foi realizada por eletroforese
em gel de agarose 1,5%, utilizando tampéo TEB 1X [Tris 89 mM, EDTA 2,5 mM e
Acido Bérico 89 mM (pH 8,2)] contendo brometo de etideo (0,5 pg/ml). Uma
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aliquota do DNA foi misturada com 3 pul de tampéo de amostra (“loading buffer” -
0,5% de azul de bromofenol, 50% de glicerol), submetida a eletroforese horizontal
com uma corrente elétrica de 70 V, por 2 horas, e visualizadas sob luz ultravioleta
(UV) e fotodocumentadas em equipamento fotodocumentador Gel Doc 2000,
utilizando-se do software Quantity-one (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Em todas as
eletroforeses foi utilizada uma amostra de DNA com fragmentos de tamanhos
conhecidos “GeneRuler™ 1kb DNA ladder” (Fermentas Life Sciences, Burlington,

ON, Canada), como referéncia de migracéo eletroforética.
4.4. Deteccdo de genes cry8 (coledptero-especificos) por PCR

As 48 amostras de DNA gendmico (46 isolados + 02 linhagens padréo)
foram submetidas a técnica de Reag¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) para a
identificacdo dos isolados portadores do gene cry8, por meio da utilizacdo dos
oligonucleotideos iniciadores gerais (BRAVO et al., 1998) (Tabela 1), os quais
foram sintetizados pela empresa Invitrogen™ Life Technologies (Carlsbad, CA,
USA).

Tabela 1. Oligonucleotideos gerais para o gene cry8 (coledptero-especifico).

Iniciadores Sequéncias Produto (pb) Referéncia
Gral-cry8 (d) 5" ATGAGTCCAAATAATCTAAATG 3’ Bravo et al.
~ 376 1998

Gral-cry8 (r) 5 TTTGATTAATGAGTTCTTCCACTCG 3’

(d): direto; (r): reverso.

As reacgles de amplificacdo foram conduzidas em um volume final de 20 pl
contendo: 20 ng de DNA molde; 0,25 mM de uma solucdo de dNTPs (10 mM); 2,0
mM de MgCl,; 0,5 ul de cada oligonucleotideo iniciador (10 pmoles); 2,0 U da
enzima Platinum® Tag DNA Polymerase Invitrogen™ Life Technologies (Carlsbad,

CA, USA); 2,0 ul da solucdo tampao para a reacao de PCR (10X) [200 mM Tris;
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500 mM KCI (pH 8,4)] e agua grau Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA)
previamente esterilizada (g.s.p. 20 pl).

Em todos os lotes de reacao foi realizado um controle negativo no qual a
guantidade de DNA foi substituida por agua grau Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
USA) estéril. Foram utilizadas como referéncia as linhagens padrdo B.
thuringiensis var. tenebrionis (controle positivo para a ordem Coleoptera) e B.
thuringiensis var. israelensis como controle negativo, visto que esta linhagem atua
sobre insetos da ordem Diptera.

As reacbOes foram realizadas em aparelho termociclador PTC-100
“Programmable Thermal Controller” (MJ Research, Watertown, MA, USA),
equipado com circuito “Hot Bonnet”, sendo o programa constituido por um passo
inicial de desnaturacéo de 5 minutos a 94°C e 30 ciclos, consistindo de um passo
de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto; pareamento dos oligonucleotideos a 49°C
por 1minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto e, ao final dos ciclos, um passo extra
de extensao a 72°C por 5 minutos. Ao fim do programa foi adicionado um passo
para a manutencdo da amostra a 4°C até a retirada dos tubos do termociclador.

Apés a realizacdo das amplificacbes, adicionaram-se 3 ul de tampédo de
amostra (0,5% de azul de bromofenol, 50% de glicerol) aos produtos da PCR. Um
volume de 10 ul de cada amostra foi aplicado em gel de agarose a 1,5%, contendo
brometo de etideo (0,5 ug/ml) e submetido a eletroforese em cuba horizontal, por
2 h, a 50 V, conduzida em tamp&do TEB 1X [Tris 89 mM, EDTA 2,5 mM e Acido
Bdrico 89 mM (pH 8,2)]. Em todas as eletroforeses realizadas foi adotado o
emprego de uma amostra de DNA “GeneRuler™ 1kb DNA ladder” (Fermentas Life
Sciences, Burlington, ON, Canada), com fragmentos de tamanhos conhecidos, a
gual serviu como referéncia de migracdo eletroforética para verificagcdo dos
tamanhos dos fragmentos obtidos nas reacbes de amplificacdo. Posteriormente,
0s géis de agarose foram visualizados sob luz UV e fotodocumentados em
equipamento fotodocumentador Gel Doc 2000 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), por
meio do software Quantity-one.
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4.5. Clonagem do fragmento génico em vetor pGEM®-T Easy

O fragmento resultante da amplificacdo pela PCR foi usado como molde
para a clonagem utilizando-se o Kit pGEM®-T Easy Vector System | (Promega,
Madison, W1, USA).

O plasmideo pGEM®-T Easy é um vetor que possui em sua construcdo
elementos primordiais no processo de clonagem, tais como: um gene que confere
resisténcia ao antibiético ampicilina (marcador de sele¢do), uma origem de
replicacdo e, um sitio multiplo de clonagem contendo os promotores SP6 e T7, 0
qual encontra-se inserido dentro do gene codificador da enzima [(-galactosidase
(lacZ) (gene reporter). Esse vetor possui extremidades coesivas constituidas por
timidinas que facilitam a ligacéo do inserto pela enzima T4 DNA ligase, visto que,
a maioria das DNA polimerases termina a polimerizagdo pela adicdo de bases
adenina nas terminagdes 3’ do fragmento amplificado (Figura 7).

A reacdo de ligacdo (vetor + fragmento) foi conduzida em um volume final
de 10 ul, conforme recomendacdes do fabricante: 2,0 yl do produto de PCR; 5,0 ul
de 2X Rapid Ligation Buffer T4 DNA ligase; 1,0 pl do vetor pGEM®-T Easy (50
ng/ul); 1,0 yl da enzima T4 DNA ligase (3 U/ul) e agua grau Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, USA) previamente esterilizada (g.s.p. 10 ul). A reacdo foi mantida

em aparelho termociclador a 4°C por 16 horas.
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Figura 7. Mapa do vetor de clonagem pGEM®-T Easy (Promega®).
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4.6. Transformacdao de células de Escherichia coli com DNA plasmidial

A transformacdo bacteriana foi realizada pelo método de choque térmico
(HANAHAN, 1983) utilizando células de E. coli DH10B competentes, juntamente
com a reacgdao de ligacao anteriormente obtida no processo de clonagem.

Um microtubo contendo 200 pl de células de E. coli DH10B competentes foi
previamente descongelado em gelo. Em seguida, foram adicionados 10 ul da
reacdo de ligacdo ao tubo de células, sendo este cuidadosamente homogeneizado
e incubado em gelo por 30 minutos. Apés este periodo, as células foram
submetidas ao choque térmico em banho-maria a 42°C, por 90 segundos.
Imediatamente, retornou-se o tubo no gelo por 2 minutos. Dentro do fluxo laminar,
adicionaram-se 800 pul de meio SOC (meio Luria-Bertani (LB) [10 g/L de triptona; 5
g/L de extrato de levedura; 5 g/L de NaCl] + KCI 2 M; MgSO4 1 M; MgCl, 1 M;
glicose 1 M) ao tubo com células e, todo o conteudo foi transferido para um tubo
cénico tipo Falcon® com capacidade de 15 ml, sendo este incubado a 37°C, por 1
hora, sob agitacdo de 110 rpm (Forma Scientific, modelo 420, Marietta, OH, USA),
para recuperacao das células. Decorrente o periodo de incubacdo e com o auxilio
da alca de Drigalsk, 100 ul da suspenséo de células foram semeados sobre placas
contendo meio de cultura LB (10 g/L de triptona; 5 g/L de extrato de levedura; 5
g/L de NaCl; 15 g/L de &gar) acrescido de ampicilina (50 pg/ml) e da solucdo de X-
Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo + N, N' dimetilformamida)
(20 pg/ml). As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 16 horas.

A identificacdo fenotipica da presenca ou auséncia da [3-galactosidase pode
ser executada por meio do uso de um analogo da lactose (X-Gal), o qual é
degradado pela enzima [3-galactosidase num produto de colorag&o azul escuro. Se
0 X-Gal for adicionado ao meio de cultura junto com ampicilina, as colénias néo
recombinantes, formadas por células que sintetizam {-galactosidase, terédo
coloragcdo azul, enquanto que as recombinantes, que tiveram o0 gene lacZ

interrompido e incapazes de produzir $-galactosidase, serédo brancas.
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Sendo assim, as colbnias bacterianas (coloracdo branca) resultantes do
processo de transformacgédo, foram coletadas com a ajuda de palitos estéreis e
inoculadas separadamente em 3 ml de meio LB (10 g/L de triptona; 5 g/L de
extrato de levedura; 5 g/L de NaCl) contendo o antibiético ampicilina (50 pg/ml),
sendo incubadas em agitador orbital a 37°C, por 16 horas, a 200 rpm (Forma
Scientific, modelo 420, Marietta, OH, USA). Uma aliquota de 700 pl de cada clone
foi transferida para tubos criogénicos contendo glicerol 100% e estocados em
freezer a -80°C. Posteriormente, 1,5 ml da cultura bacteriana foi centrifugada a
15.294 x g, por 2 minutos, a 25°C (Eppendorf 5804R, rotor FA 45-30-11, Hamburg,
Germany) para a obtencdo do pellet bacteriano (aglomerado de células) e em

seguida, utilizados na extracdo de DNA plasmidial.

4.7. Minipreparacédo de DNA plasmidial

A obtencdo do DNA plasmidial das células resultantes do processo de
transformacéo ocorreu pelo método da lise alcalina (SAMBROOK & RUSSEL,
2001). Inicialmente, os pellets bacterianos foram ressuspendidos em 200 pl da
solugdo GET (50 mM glicose; 25 mM Tris-HCI [pH 8,0]; 10 mM EDTA),
homogeneizados em aparelho do tipo “vortex” e, mantidos em temperatura
ambiente por 5 minutos. Em seguida, adicionaram-se 200 ul da solucéo Il (0,2 N
NaOH; 1% SDS) aos tubos, misturando-os gentilmente por inversdo sendo apos
colocados em gelo por 5 minutos. Posteriormente, foram adicionados 150 pl da
solucéo Il (KOAc 3 M), os microtubos foram homogeneizados e mantidos em gelo
por 5 minutos. Os tubos foram centrifugados a 15.294 x g, por 5 minutos, a 4°C
(Eppendorf 5804R, rotor FA 45-30-11, Hamburg, Germany).

Aproximadamente, 400 pl do sobrenadante foram transferidos para um tubo
estéril (com capacidade de 1,5 ml) e em seguida, adicionaram-se 500 ul de
cloroférmio-alcool-isoamilico (24:1) homogeneizando-os em aparelho tipo “vértex”
por 2 minutos, sendo submetidos a centrifugacdo a 15.294 x g, por 5 minutos, a
4°C (Eppendorf 5804R, rotor FA 45-30-11, Hamburg, Germany).
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Um volume aproximado de 500 ul da fase aquosa foi transferido para um
tubo tipo Eppendorf® novo (1,5 ml), no qual foram adicionados 875 pl de etanol
100%, homogeneizados por inversdo e mantidos em gelo por 5 minutos, para
posterior centrifugacédo a 15.294 x g, por 5 minutos, a 4°C (Eppendorf 5804R, rotor
FA 45-30-11, Hamburg, Germany). Ap6s a centrifugacdo, descartou-se o
sobrenadante e adicionou-se 1 ml de etanol 70% e 0s microtubos foram
centrifugados por 5 minutos, a 4°C, a 15.294 x g (Eppendorf 5804R, rotor FA 45-
30-11, Hamburg, Germany). O sobrenadante foi descartado e os tubos
permaneceram em temperatura ambiente para evaporacdo de todo liquido que
ainda restara nas paredes. Os pellets de DNA foram ressupendidos em 30 ul da
solugdo de TE/RNAse (10 mg/ml), mantidos em banho-maria por 30 minutos e
armazenados a-20°C.

As amostras de DNA plasmidial foram quantificadas em aparelho
NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE,
USA).

4.8. Andlise dos clones por PCR e restricdo enziméatica

A confirmacdo da presenca do fragmento de DNA de interesse dentro do

plasmideo foi realizada pelas técnicas de PCR e restricdo enzimatica.
4.8.1. Confirmagé&o dos clones recombinantes pela técnica de PCR

A analise dos clones recombinantes por PCR foi desenvolvida com a
utilizagdo dos oligonucleotideos iniciadores universais denominados SP6 e T7
(IDT, Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A, USA) (Tabela 2), os quais

possuem sitios localizados dentro do gene lacZ do vetor pGEM®-T Easy.
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Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores universais: SP6 e T7.

Iniciadores Sequéncias
SP6 5 ATTTAGGTGACACTATAG 3’
T7 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3

As reacbes de amplificacdo foram conduzidas em um volume final de 25 pl
contendo: 0,5 ul de DNA plasmidial (300 ng/ul); 0,25 mM de uma solugcéo de
dNTPs (10 mM); 1,5 mM de MgCly; 1,25 ul de cada oligonucleotideo iniciador (10
pmoles); 2,0 U da enzima Platinum® Tagq DNA Polymerase Invitrogen™ Life
Technologies (Carlsbad, CA, USA); 2,5 ul da solugdo tampéo para a reagédo de
PCR (10X) [200 mM Tris; 500 mM KCI (pH 8,4)] e agua destilada Milli-Q
previamente esterilizada (g.s.p. 25 ul). Em todos os lotes de reacéo foi realizado
um controle negativo no qual a quantidade de DNA foi substituida por agua grau
Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA) previamente esterilizada.

As reacOes foram realizadas em aparelho termociclador PTC-100
“Programmable Thermal Controller” (MJ Research, Watertown, MA, USA), onde foi
utilizado o seguinte programa: um passo inicial de desnaturacdo de 2 minutos a
95°C e 40 ciclos consistindo de um passo de desnaturagdo a 95°C por 45
segundos; pareamento dos oligonucleotideos a 48°C por 30 segundos e extensao
a 72°C por 2 minutos e, ao final dos ciclos, um passo extra de extenséo a 72°C por
10 minutos. Ao término do programa, as amostras foram mantidas a 4°C até a

retirada dos tubos do termociclador.

4.8.2. Confirmacgéo dos clones recombinantes por restricao

A andlise dos clones recombinantes pelo método de restricdo enzimatica foi
realizada com o auxilio da enzima EcoRI (Fermentas Life Sciences, Burlington,
ON, Canada) visando a liberacéo do inserto, visto que o vetor pGEM®-T Easy

(Promega, Madison, WI, USA) possui palindromos para a enzima EcoRI dentro do
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seu sitio multiplo de clonagem. Para tal procedimento, foi utilizada a enzima EcoRl
(Fermentas Life Sciences, Burlington, ON, Canada), juntamente com o DNA
plasmidial dos clones. A reacao de restricdo foi realizada num volume final de 20
pl, conforme recomendacdes do fabricante: 2,0 ul de tampéao EcoRl; 3,0 ul de DNA
plasmidial (300 ng/ul); 1,0 ul da enzima EcoRI e &gua grau Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, USA) estéril (g.s.p. 20 ul). As amostras foram mantidas em banho-
maria a 37°C por 1 hora e 30 minutos.

Apos a realizacdo da PCR e da restricdo enzimatica, foram adicionados aos
tubos 3 ul de tampao de amostra (0,5% de azul de bromofenol, 50% de glicerol).
Um volume de 10 pl de cada amostra foi aplicado em gel de agarose a 1,5%,
contendo brometo de etideo (0,5 pug/ml) e submetido a eletroforese em cuba
horizontal, por 2 horas, a 70 V, conduzida em tampado TEB 1X [Tris 89 mM, EDTA
2,5 mM e Acido Bérico 89 mM (pH 8,2)]. Adotou-se o emprego de uma amostra de
DNA, com fragmentos de tamanhos conhecidos, “GeneRuler™ 1kb DNA ladder”
(Fermentas Life Sciences, Burlington, ON, Canada), que serviu como referéncia
de migracao eletroforética para verificacdo dos tamanhos dos fragmentos. Em
seguida, o gel de agarose foi visualizado sob luz UV e fotodocumentado em
equipamento fotodocumentador Gel Doc 2000 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), por

meio do software Quantity-one.

4.9. Sequenciamento e analise dos clones positivos para o gene cry8

O sequenciamento dos fragmentos clonados no vetor pGEM®-T Easy foi
realizado pelo método da terminacéo da cadeia por dideoxinucleotideo, utilizando-
se sequenciador automatico. Foram utilizados para 0 sequenciamento, 0S
oligonucleotideos iniciadores SP6 e T7 (Tabela 2), conforme constituicdo do vetor.
As reacoes de sequenciamento foram realizadas num volume final de 10 pl, sendo
constituidas por: 100 ng de DNA plasmidial; 3,0 pl da solugdo tampéo para a
reacdo de PCR (2,5X) [200 mM Tris (pH 9,0); 5 mM MgCly]; 1,0 ul de



31

oligonucleotideo (10 pmol); 1,0 yl de DYEnamic™ ET Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (GE Healthcare, Fairfield, CT, USA) e agua grau Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, USA) esterilizada (g.s.p. 10 pl).

As reagbOes foram realizadas em aparelho termociclador PTC-100
“Programmable Thermal Controller” (MJ Research, Watertown, MA, USA), com o
seguinte programa: 40 ciclos consistindo de um passo de desnaturagao a 95°C por
20 segundos; pareamento dos oligonucleotideos a 50°C por 15 segundos e
extensdo a 60°C por 2 minutos. Ao término do programa, as amostras foram
mantidas a 4°C até a retirada dos tubos do termociclador.

A purificacdo e precipitacdo da reacdo de sequenciamento foram realizadas
de acordo com protocolo proposto pela empresa Applied Biosystems™ Life
Technologies (Carlsbad, CA, USA). As amostras foram precipitadas pela adicéao
de 1 ul de EDTA 125 mM (pH 8,0), 1 ul de acetato de sodio 3M (pH 5,2) e 25 ul de
etanol 100%. A placa foi selada com adesivo de aluminio, homogeneizada por
inversdo, incubada por 15 minutos a temperatura ambiente (em local isento de luz)
e, centrifugada a 2.254 x g, por 30 minutos, a 4°C (Eppendorf 5804R, rotor A-2-
MTP, Hamburg, Germany). Imediatamente, a placa foi invertida sobre papel toalha
e 0 sobrenadante descartado por meio de uma rapida centrifugacéo a 185 x g. Em
seguida, adicionaram-se 35 pl de etanol 70% e uma nova centrifugacdo foi
realizada a 2.254 x g, por 15 minutos, a 4°C (Eppendorf 5804R, rotor A-2-MTP,
Hamburg, Germany). O sobrenadante foi descartado através de uma rapida
centrifugacdo a 185 x g e a placa acondicionada em fluxo laminar por 1 hora, em
temperatura ambiente, para completa secagem das amostras.

Posteriormente, foram adicionados 10 ul de formamida HiDi (Applied
Biosystems™ Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) as amostras contidas na
placa que, por sua vez, foi selada com um suporte de silicone e levada ao
termociclador PTC-100 (MJ Research, Watertown, MA, USA) para a desnaturacao
da dupla fita de DNA a 95°C por 5 minutos. Imediatamente, a mesma foi retirada

do aparelho e mantida no gelo por 2 minutos. O sequenciamento automatico foi
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conduzido em aparelho ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

Os cromatogramas obtidos pelo sequenciamento das amostras foram
analisados pelos programas Phred (EWING et al., 1998), Phrap (EWING &
GREEN, 1998), Consed (GORDON et al., 1998), em sistema operacional Mac OS
X. A comparacdo das sequéncias FASTA geradas com o banco de dados
GenBank do National Center for Biotecnology Information (NCBI), foi realizada
pela ferramenta “Basic Local Alignment Search Tool” - BLAST (ALTSCHUL et al.,
1997) (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). O propésito dessa analise consistiu
na verificacdo da identidade do material sequenciado por meio do grau de

similaridade com as sequéncias depositadas no GenBank.

4.10. Determinacdo da sequéncia completa do gene cry8 pela

estratégia de “primer walking”

O sequenciamento do gene cry8 pela estratégia de “primer walking” foi
realizado com a utilizacdo de oligonucleotideos iniciadores especificos para o
gene em estudo (Tabela 3).

Os iniciadores foram elaborados através do programa Primer3 (ROZEN &
SKALETSKY, 2000) com base em sequéncias de genes cry8 depositadas no
banco de dados GenBank (cry8Aal [U04364], cry8Bal [U04365] e cry8Cal
[U04366]) e, por meio das sequéncias obtidas anteriormente (item 4.9) com os
oligonucleotideos iniciadores gerais (Gral-cry8d/Gral-cry8r) descritos por BRAVO
et al. (1998). O alinhamento das sequéncias FASTA foi realizado pelo programa
Kalign (LASSMANN & SONNHAMMER, 2005).
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Tabela 3. Iniciadores especificos elaborados para a estratégia de “primer walking”.

Iniciadores Sequéncias Posicdo no gene Referéncias
Gral-cry8 (d) 5 ATGAGTCCAAATAATCTAAATG 3’ 1-22 Bravo et al., 1998
Gral-cry3 (r) 5 CATCTGTTGTTTCTGGAGGCAAT 3’ 1398 - 1420 Ben-Dov et al., 1997
Cry8-C3 (r) 5 GATTGATTTCCACCATCAC 3’ 3284 - 3302 Neste estudo
Cry8-C4 (d) 5 GCAGAATACGCAAGGAATAAG 3’ 379 - 399 Neste estudo
Cry8-C4 (r) 5 TAGCCGCACTTTCTATAGCC 3’ 987 - 1006 Neste estudo
Cry8-C5 (d) 5 TTCCTGGTAAACCAAGTG 3’ 1306 - 1323 Neste estudo
Cry8-C5 (r) 5 TCAGCATATAAACGGTCTAC 3’ 2866 - 2885 Neste estudo
Cry8-C6 (d) 5 GCTAACAGATCGACTCCAAC 3’ 3024 - 3043 Neste estudo
Cry8-C6 (r) 5 TTACTCTACGTCTACAATCAAT 3’ 3510 - 3531 Neste estudo
Cry8-C7 (d) 5 TAAATTATCTGCTGGGACCTC 3 1767 - 1787 Neste estudo
Cry8-C7 (1) 5 CCTTCTACAACCTCAATTCC 3’ 2257 - 2276 Neste estudo

(d): direto; (r): reverso.

A verificacdo da temperatura de Melting (TM), conteido C+G e da formacéo
de estruturas secundarias e dimeros nos oligonucleotideos elaborados, foi feita
PCR Primer Stats

(http://bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html). A

através do software Sequence Manipulation Suite:
(STOTHARD, 2000)
sintese dos iniciadores foi realizada pela empresa Invitrogen™ Life Technologies
(Carlsbad, CA, USA).

As combinacfes de iniciadores utilizadas para a obtencédo dos fragmentos
(“contigs”) e consequentemente, a montagem do gene cry8 de BT _1622 foram: (1)
Gral-cry8 (d) (BRAVO et al., 1998) + Gral-cry3 (r) (BEN-DOV et al., 1997); (2) Gral-
cry8 (d) (BRAVO et al., 1998) + Cry8-C3 (r); (3) Cry8-C4 (d) + Cry8-C4 (r); (4)
Cry8-C5 (d) + Cry8-C5 (r); (5) Cry8-C6 (d) + Cry8-C6 (r); (6) Cry8-C7 (d) + Cry8-
C7 (r). A amplificacdo do gene cry8 inteiro foi realizada com a utilizacdo dos
oligonucleotideos Gral-cry8 (d) (BRAVO et al., 1998) + Cry8-C6 (r). A predi¢cdo do
tamanho (pb) dos fragmentos amplificados foi realizada com o auxilio do programa
pDRAW32 1.0 (AcaClone Software, http://www.acaclone.com).
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As reacdes de amplificacado foram conduzidas em um volume de 20 ul: 20
ng de DNA; 0,25 mM de uma solucéo de dNTPs (10 mM); 2,0 mM de MgCly; 0,5 ul
de cada oligonucleotideo iniciador (10 pmoles); 2,0 U da enzima Platinum®
Taq DNA Polymerase Invitrogen™ Life Technologies (Carlsbad, CA, USA); 2,0 ul
da solucéo tampéo para a reacdo de PCR (10X) [200 mM Tris; 500 mM KCI (pH
8,4)] e agua grau Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA) previamente esterilizada
(9.s.p. 20 ul). Em todos os lotes foi realizado um controle negativo no qual a
guantidade de DNA foi substituida por agua grau Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
USA) estéril.

As reacOes foram realizadas em aparelho termociclador PTC-100
“Programmable Thermal Controller” (MJ Research, Watertown, MA, USA), sendo
gque o programa utilizado para cada par de oligonucleotideos diferiu nos

parametros temperatura, tempo e quantidade de ciclos (Tabela 4).

Tabela 4. Programas de PCR utilizados na amplificacdo dos fragmentos do gene cry8
presente no isolado BT_1622.

Combinacdes de Ciclo

Oligonucleotideos [ pesnaturagao i i s .

iniciadores inicial Desnaturagcdo Pareamento Extenséo slelee final
Gral-cry8(d) / Gral-cry3(r) 94°C - 5’ 94°C - 1’ 49°C -1’ 72°C-1" 35x2 72°C -5
Gral-cry8(d) / Cry8-C3(r) 94°C - 5’ 94°C - 1’ 53°C -1’ 72°C-3 35x2 72°C-10
Cry8-C4(d) / Cry8-C4(r) 94°C -5 94°C -1 57°C-1 72°C-1  30x2 72°C -5
Cry8-C5(d) / Cry8-C5(r) 94°C - 5’ 94°C -1’ 52°C-1 72°C-1  30x2 72°C -5
Cry8-C6(d) / Cry8-C6(r) 94°C - 5’ 94°C -1’ 54°C -1’ 72°C-1" 30x2 72°C -5
Cry8-C7(d) / Cry8-C7(r) 94°C - 5’ 94°C -1 56°C - 1 72°C-1" 30x2 72°C -5

Gral-cry8(d) / Cry8-C6(r 94°C -5 94°C -1 50°C -1’ 72°C-4 35x2 72°C-

Os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
contendo brometo de etideo (0,5 pug/ml), conduzida em tampéo TEB 1X [Tris 89
mM, EDTA 2,5 mM e Acido Bérico 89 mM (pH 8,2)] por 2 horas, a 50 V. Adotou-se

0 emprego de uma amostra de DNA “GeneRuler™ 1kb DNA ladder” (Fermentas
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Life Sciences, Burlington, ON, Canada), com fragmentos de tamanhos
conhecidos, a qual serviu como referéncia de migracdo eletroforética para
verificacdo do tamanho dos fragmentos obtidos nas reacdes de amplificacdo. Os
géis de agarose foram visualizados sob luz UV e fotodocumentados em
equipamento fotodocumentador Gel Doc 2000 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), por
meio do software Quantity-one.

Os produtos de PCR amplificados com os oligonucleotideos especificos
(Tabela 3), que apresentaram bandas inespecificas, foram purificados a partir do
gel de agarose 0,8% com o auxilio do kit PureLink™ Gel Extraction Invitrogen™
Life Technologies (Carlsbad, CA, USA), segundo indicacdo do fabricante. O DNA
de interesse recuperado foi quantificado em aparelho NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) para posterior
utilizac&o no processo de clonagem molecular.

Os fragmentos gerados pela PCR com os iniciadores especificos para o
gene cry8 em estudo foram clonados em vetor pGEM®-T Easy (Promega®) e
transformados em células de E. coli DH10B competentes (itens 4.5 e 4.6). A
purificacdo do DNA plasmidial foi realizada pela metodologia da lise alcalina
(SAMBROOK & RUSSEL, 2001) (item 4.7). A confirmacdo dos clones
recombinantes foi realizada pelas técnicas de PCR com os oligonucleotideos
universais SP6 e T7 e por restricdo enzimética, conforme item 4.8. As amostras de
DNA plasmidial foram quantificadas em aparelho NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA).

As reacoes de sequenciamento foram realizadas num volume final de 10 pl,
sendo constituidas por: 100 ng de DNA plasmidial; 3,0 ul da solucédo tampao para
a reacdo de PCR (2,5X) [200 mM Tris (pH 9,0); 5 mM MgCl;]; 1,0 pl de
oligonucleotideo (10 pmoles); 1,0 yl de DYEnamic™ ET Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (GE Healthcare GE Healthcare, Fairfield, CT, USA) e agua grau
Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA) esterilizada (g.s.p. 10 pl).

As reacOes foram realizadas em aparelho termociclador PTC-100

“Programmable Thermal Controller” (MJ Research, Watertown, MA, USA), onde foi
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utilizado o seguinte programa: 40 ciclos consistindo de um passo de desnaturacao
a 95°C por 20 segundos; pareamento dos oligonucleotideos a 50°C por 15
segundos e extensdo a 60°C por 2 minutos. Ao término do programa, as amostras
foram mantidas a 4°C até a retirada dos tubos do termociclador.

As amostras foram precipitadas conforme protocolo descrito pela empresa
Applied Biosystems™ Life Technologies (Carlsbad, CA, USA) (item 4.9). Em
seguida, foram adicionados 10 pl de formamida HiDi (Applied Biosystems™ Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) as amostras contidas na placa que, por sua
vez, foi selada com um suporte de silicone e levada ao termociclador PTC-100 (MJ
Research, Watertown, MA, USA) para a desnaturacdo das fitas de DNA a 95°C
por 5 minutos. Imediatamente, a placa foi retirada do aparelho e mantida no gelo
por 2 minutos. O sequenciamento automéatico foi conduzido em aparelho ABI
PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Os dados obtidos nos sequenciamentos foram submetidos a analise in silico
pelos programas Phred/Phrap/Consed (EWING et al., 1998; EWING & GREEN,
1998; GORDON et al., 1998) em sistema operacional Mac OS X e, comparados
com as sequéncias de nucleotideos e aminoacidos presentes no GenBank por
meio da ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1997), através dos algoritmos
BLASTNn e BLASTDp, respectivamente.

A predicdo da sequéncia de aminoacidos do gene cry8 foi efetuada através
do banco de dados SWISS-PROT (http://www.expasy.ch/tools/dna.html). A
traducdo da proteina foi realizada com a utilizacdo do programa ORF Finder
(Open Reading Frame Finder) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/), que
consiste numa ferramenta de analise grafica responsavel por localizar a regidao de
leitura aberta, traduzindo o DNA em seis “frames” possiveis (+1, +2, +3, -1, -2, -3)
e, destacando os cédons da metionina (ATG) e o codon de terminacdo (“stop
cédon”) presentes na sequéncia.

A verificacdo dos dominios conservados na proteina foi feita por meio da
ferramenta computacional CD-Search, no banco de dados CDD (Conserved

Domain Database) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). A
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analise de alinhamentos multiplos foi realizada pelo programa CLUSTALW
(THOMPSON et al., 1994). A arvore filogenética foi construida com o auxilio do
programa MEGA 4.0 (TAMURA et al.,, 2007), com modelo de comparagéo
“Neighbor-joining” (SAITOU & NEI, 1987), método de distancia p. A robustez dos
ramos gerados pela arvore foi medida pelo teste probabilistico “Bootstrap”
(SITNIKOVA et al., 1995), originado a partir de 1000 repeti¢cdes.

4.11. Toxicidade de proteinas Cry solubilizadas para larvas de

Sphenophorus levis

4.11.1. Obtencao das proteinas Cry de B. thuringiensis

O isolado de B. thuringiensis BT-1622 e a linhagem padréo B. thuringiensis
var. tenebrionis foram inoculados em placas de Petri contendo meio de cultura
especifico para induzir a esporulacdo da bactéria B. thuringiensis, denominado
CCY (tampéo fosfato 20X [KH,PO4 0,26 M; K;HPO, 0,52 M], fonte de carbono
[200 mg de L-glutamina; 10 g de caseina hidrolisada; 10 g de bacto casitona; 4 g
de extrato de levedura; 6 ml de glicerina], sais CCY [ZnCl, 0,05 M; MgCIl>'H,0 0,5
M; MnCl,6H,O 0,01 M; CaCl,6H,O 0,2 M; FeCl36H,0]; 15 g/L de agar)
(STEWART et al., 1981), com o auxilio de uma alca de platina esterilizada e,
incubados em estufa a 29°C por 48 horas para a obtencdo de colonias isoladas.
Apbs este periodo, coletou-se uma coldénia para a montagem da lamina e
observacao da cultura esporulada em microscopio éptico (Leica, Germany).

A colbnia obtida para isolado/linhagem foi inoculada separadamente com
uma al¢a de platina estéril em 20 ml de CCY (tampé&o fosfato 20X [KH,PO4 0,26 M,;
K;HPO, 0,52 M], fonte de carbono [200 mg de L-glutamina; 10 g de caseina
hidrolisada; 10 g de bacto casitona; 4 g de extrato de levedura; 6 ml de glicerina],
sais CCY [ZnCI; 0,05 M; MgCI;H,0 0,5 M; MnCl,6H,0 0,01 M; CaCl,6H,0 0,2 M;
FeCl;6H,0]) para o preparo do pré-cultivo e em seguida, submetida a agitacao a

180 rpm, por 72 horas, a 29°C. Posterior ao cultivo procedeu-se novamente a
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verificacdo da esporulacdo das células bacterianas por meio da observagdo em
microscopio (Leica, Germany).

Transcorrido o periodo de incubagdo acima, realizou-se a sincronizagao,
processo necessario para destruir possiveis células vegetativas ainda presentes
na cultura, por meio da incubacdo da pré-cultura em banho-maria a 70°C, por 20
minutos. Em seguida, 5 ml do pré-cultivo foram inoculados em 500 ml de CCY
para o preparo do inoculo final e, submetidos a agitacdo a 200 rpm, por 72 horas,
a 28°C até completa esporulagéo, que foi verificada em microscopio éptico (Leica,
Germany) através do preparo de lamina com uma aliquota da cultura de B.
thuringiensis.

A cultura bacteriana foi centrifugada a 15.300 x g, por 12 minutos, a 4°C
(Beckman J2-21, rotor JA-14, Brea, CA, USA). O precipitado foi ressuspendido em
5 ml de solugdo A (1 M NaCl; 10 mM EDTA), homogeneizado em “vortex” e,
novamente centrifugado a 15.300 x g, por 12 minutos, a 4°C (Beckman J2-21,
rotor JA-14, Brea, CA, USA). Esta etapa foi realizada 3 vezes para a remoc¢ao dos
esporos e residuos de meio de cultura presentes no precipitado de células de B.
thuringiensis. Em seguida, adicionaram-se 5 ml de solucdo B (10 mM KCI), os
quais foram homogeneizados e centrifugados a 12.100 x g, por 12 minutos, a 4°C
(Beckman J2-21, rotor JA-20, Brea, CA, USA), para a obtencdo do pellet onde
estdo presentes os cristais proteicos.

A solubilizacdo das proteinas Cry foi realizada pela adicdo de tampao
carbonato 50 mM (pH 10,5) acrescido de Ditiotreitol (DTT) (10 mM), sendo
incubados em agitador orbital por 2 horas em temperatura ambiente (Forma
Scientific, modelo 420, Marietta, OH, USA). Posteriormente, as amostras foram
submetidas a centrifugacéo a 23.700 x g, por 15 minutos, a 4°C (Beckman J2-21,
rotor JA-20, Brea, CA, USA). O sobrenadante contendo a proteina cristal foi
coletado e quantificado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) para a

utilizagdo no bioensaio.
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4.11.2. Ensaio de patogenicidade com larvas de S. levis

A eficiéncia da nova proteina Cry8 presente no isolado de B. thuringiensis
BT_1622, foi verificada através de biensaio com larvas de 2° instar de S. levis,
provenientes da criacdo mantida no Centro de Tecnologia Canavieira (CTC),
Piracicaba - SP. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado sendo
constituido de seis tratamentos (duas concentracdes da proteina proveniente do
isolado BT 1622, duas concentracdes da proteina da linhagem padrdo B.
thuringiensis var. tenebrionis e duas testemunhas - uma contendo apenas o0
tampao carbonato e a outra agua grau Milli-Q [Millipore, Bedford, MA, USA] estéril)
e 20 repeti¢bes/tratamento.

A montagem do experimento foi realizada junto ao CTC, sendo a dieta
artificial, necessaria para a manutencdo das larvas de S. levis, composta pelos
seguintes ingredientes: 153 g de caseina, 45 g de sais de Wesson (monofosfato
de potassio 31%; carbonato de calcio 21%; fosfato tricalcico 14,9%; cloreto de
potassio 12%; cloreto de sodio 10,5%; sulfato de magnésio 9%; fosfato férrico
1,47%; fluoreto de sdodio 0,057%, sulfato de cobre [5H,0] 0,039%; sulfato de
manganés 0,02%; sulfato de potassio e aluminio 0,009%; iodeto de potassio
0,005%), 95 g de acucar; 135 g de germe de trigo, 40 g de bagaco de cana-de-
acucar, 18 g de Acido ascérbico, 113 g de agarose Invitrogen™ Life Technologies
(Carlsbad, CA, USA), 3 ml do antibiético Wintomylon® (Acido nalidixico), 45 ml de
solucao vitaminica (via liquida [2000 pg de vitamina B12; 2 ml de H,0] + via seca
[20 mg de biotina; 1000 mg de niacinamida; 1000 mg de pontotenato de calcio;
500 mg de riboflavina sodica; 250 mg de cloridrato de tiamina; 250 mg de
cloridrato de piridoxina; 100 mg de &cido folico] + 1 L de H,0), 22 ml da solucéo de
KOH (11,25 g de KOH; &gua destilada g.s.p. 200 ml), 65 ml de solucéo B (70 g do
conservante Nipagim® [metilparabeno], 70 g de acido ascérbico, 500 ml de alcool
70%).
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As proteinas solubilizadas, nas concentracbes de 50 e 100 pg/ml, foram
incorporadas separadamente a dieta artificial (sob a temperatura de 37°C para que
nao houvesse a degradacdo proteica) e em seguida, 8 ml da mistura (dieta +
proteina) foram distribuidas em tubos de ensaio de fundo chato nas dimensoées 2,4
x 8,5 cm. Apos completa solidificagéo, as larvas foram pesadas e cuidadosamente
acondicionadas individualmente dentro de uma cavidade feita na dieta, sendo os

tubos vedados com tampdes de algodao estéril (Figura 8).

Figura 8. Bioensaio com larvas de 2° instar de Sphenophorus levis (Coleoptera:
Curculionidae) submetidas aos tratamentos com proteinas de Bacillus
thuringiensis.

Os tubos de ensaio de fundo chato contendo os tratamentos + larvas foram
mantidos em sala climatizada do Laboratorio de Biologia e Criagdo de Insetos
(LBCI), Departamento de Fitossanidade (FCAV/UNESP - Campus de Jaboticabal),
sob temperatura de 25+1°C, umidade relativa de 70£10% e fotofase de 14 horas,
sendo que a avaliacdo foi realizada no 15° dia posterior a montagem do ensaio, no
Laboratério de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada, do Departamento

de Biologia Aplicada a Agropecuaria, desta instituicao.



41

5. RESULTADOS & DISCUSSAO

5.1. Analise do conteudo de genes cry8 em isolados de B.

thuringiensis

O estudo da variabilidade genética existente em colecdes de isolados de B.
thuringiensis tem sido realizado com grande frequéncia no mundo, porém poucos
sdo os trabalhos que abordam a deteccdo de genes coledptero-especificos, entre
eles cry3, cry7 e cry8 (BEN-DOV et al., 1997; BRAVO et al., 1998; ASANO et al.,
2003; URIBE et al., 2003; VILAS-BOAS & LEMOS, 2004; YU et al., 2006;
MARTINS et al., 2007; GAO et al.,, 2008; NAZARIAN et al., 2009; BAIG et al.,
2010; NOGUERA & IBARRA, 2010).

A caracterizacdo molecular do isolado BT_1622 foi realizada inicialmente
pela técnica de PCR com a utilizacdo dos oligonucleotideos iniciadores Gral-cry8
(d) e Gral-cry8 (r) (BRAVO et al., 1998) (Figura 9). Dentre os 46 isolados de B.
thuringiensis analisados, apenas um (BT_1622) (2,17%) resultou num produto de
amplificacdo de aproximadamente 376 pb (Figura 10). A sequéncia amplificada
esté situada na porcao inicial do gene, ou seja, na extremidade N-terminal (amino-
terminal), estando incluso o codon de iniciacdo da traducdo (ATG), sendo
denominada “contig 1”.

Gral-cry8 (d) (BRAVO et al., 1998)

5 ATG 3
-

Gral-cry8 (r) (BRAVO et al., 1998)

Figura 9. Esquema ilustrando a utilizacdo dos iniciadores gerais (Bravo et al., 1998) para a
deteccado do gene cry8 em 46 isolados de B. thuringiensis.
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Em contrapartida, 45 isolados e a linhagem padréo de B. thuringiensis var.
tenebrionis utilizada como controle positivo para a ordem Coleoptera nédo
apresentaram amplificacdo para o gene cry8. Analisando a origem dos iniciadores,
foi possivel verificar que, embora os oligonucleotideos gerais tenham sido
elaborados a partir de regides conservadas dos genes cry8Aal (B. thuringiensis
kumamotoensis PS50C[a]) (U04364), cry8Bal (B. thuringiensis kumamotoensis
PS50C[b]) (U04365) e cry8Cal (B. thuringiensis japonensis Buibui) (U04366), a
linhagem utilizada como referéncia é constituida por genes da subclasse cry3.

1000 pb ——J

750 pb

500 pb
376 pb

250 pb

Figura 10. Eletroforograma evidenciando o produto de amplificagdo obtido por PCR com a
utilizacdo de oligonucleotideos iniciadores gerais para o gene cry8. Canaleta 1:
BT _1622; 2: B. thuringiensis var. tenebrionis; 3: B. thuringiensis var. israelensis; CN:
controle negativo da reacdo. MM - marcador molecular “GeneRuler™ 1 kb DNA ladder”
(Fermentas Life Sciences.

A baixa frequéncia de isolados de B. thuringiensis efetivos a insetos da
ordem Coleoptera foi relatada por véarios autores. Analisando uma colecdo de
1128 isolados de B. thuringiensis, provenientes de diferentes regifes brasileiras,
CICERO (2007) detectou a presenca de 45 isolados (3,98%) coledptero-
especificos e dentre eles, apenas trés (6,66%) eram portadores de genes da

subclasse cry8, conforme condi¢es testadas pela autora.
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BRAVO et al. (1998) identificaram uma variedade de genes cry numa
colecéo de 496 isolados, advindos de amostras de solo de cinco macrorregides do
México, sendo que 39 (7,86%) possuiam genes cry para coledpteros e destes,
somente seis (15,38%) eram portadores de genes da classe cry8.

PINTO & FIUZA (2003), por meio da coleta e caracterizagdo de amostras
de solos das regides orizicolas do Rio Grande do Sul, obtiveram um total de 46
isolados de B. thuringiensis e, dentre eles, seis (13,04%) apresentaram toxicidade
a larvas de Oryzophagus oryzae (Costa Lima, 1936) (Coleoptera: Curculionidae),
mortalidade esta associada pelos autores devido a presenca das proteinas Cry3 e
Cry7. Ja NAZARIAN et al. (2009), analisando uma cole¢do de 70 isolados de B.
thuringiensis provenientes do Ird, detectaram a presenca de trés cepas (4,28%)
codificadoras dos genes cry7 e cry8, as quais foram potencialmente toxicas a
larvas de Xanthogaleruca luteola Muller, 1766 (Coleoptera: Chrysomellidae).

O produto de PCR obtido a partir do isolado BT _1622 foi clonado em vetor
PGEM®-T Easy (Promega, Madison, WI, USA) , transformado em células
competentes de E. coli DH10B resultando na obtencdo de varios clones. A
confirmacao dos clones recombinantes foi realizada pelas técnicas de PCR com
os oligonucleotideos universais, por meio da amplificacdo do fragmento de
interesse a partir dos promotores SP6 e T7 e, pela utilizagdo da endonuclease de
restricdo EcoRI, responsavel pelo corte e consequentemente, a liberacdo do
inserto de ~ 376 pb (Figura 11).
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MM12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15

750 pb
500 pb
250 pb —Pp

MM12 3 45 6 7 8 9 10111213 1415

750 pb —Pp
500 pb
376 pb

250 pb —Pp

Figura 11. Andlise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela restricdo
enzimatica (B). Canaleta 1-15: clones obtidos a partir do isolado BT _1622 com os
oligonucleotideos gerais (Gral-cry8[d] e Gral-cry8[r]). MM - marcador molecular
“GeneRuler™ 1kb DNA ladder” (Fermentas Life Sciences).

Os clones positivos, ou seja, os clones portadores do fragmento de PCR (2,
3,5,6,7,8,9, 10, 11 e 13) obtido com os iniciadores gerais Gral-cry8 (d/r) foram
selecionados e sequenciados para a obtencdo de sua sequéncia nucleotidica. A
analise realizada pelas ferramentas da bioinformatica indicou que o fragmento de
aproximadamente 376 pb possui 89% de similaridade com uma regido do gene
cry8Ea2 de B. thuringiensis B-DLL (EU047597), presente no banco de dados
publico GenBank (Figura 12).
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r
> gb| EU047597. 1| Bacil lus thuringiensis strain B-DLL crystal protein gene, conplete
cds (cry8Eal)

Lengt h=3495

3e-128
4/ 378 (1%

Score = 457 bits (247), Expect
ldentities = 335/378 (89%, Gaps
St rand=PI us/ Pl us

Query 1 ATGAGTCCAAATAATCTAAATGAATATGAAATTATAGATGCGACACCTTCTACATCTGTA 60

COCEELEE et e e e
Sbjct 1 ATGAGTCCAAATAATCAAAATGAATATGAAATTATAGATATGGCACCTTCTACATCTGTA 60

Query 61 TCTAATGATACTACCAGATACCCTTTTGCAAATGAACCAACAAATGCGT TACAAAATATG 120

R AR A A R AR A AR
Sbjct 61  TCCAATGATTCTAACAGATACCCTTTTGCGAGTGATCCAACAAATGCATTACAAAATATG 120

Query 121 AATTATAAGGATTATTTAAGAATGTCTGAAGGT TACGATAGTGAATATGCTGGTTCACCT 180

COLLEEEE L T e e e e e e e e e T
Sbjct 121 AATTATAAAGAGTATTTAAGAATGTCTGAGGGATATGATAGTGAATATTCTGGCTCACCT 180

Query 181 GAAGCATTTACTAGIGGECAAGATGCGGITAAAG CCGCGATTGGTGTGGTAGGTCA- AA 238

R R A I .
Sbjct 181 GAAGTGCTTATTAGTGAGCGAGATGCGGT T- AAGACAGCAATCAGT TTGGTAGGT- ACTA 238

Query 239 TATTGGGCGAAATTAGGGGTTCCATTTGITGGECCGATTGTGAGCCTATATAGTGCACTTA 298

I|I| LU e e e e e et i
Sbjct 239 TATTAGGAAAATTAGGAGT TCCATTGGTAGGACCGAT TGTGAGCCTATATAGTACACTTA 298

Query 299 TTGATGITTTGIGCECCAGGT GCGAAAGAGT CAATGGGAAATTTTTATGGAACAAGTAGAAG 358

I|I|I||I|I|I|I||I|I|I|II|I|I|I||I|I|I|I||I|I|I|I||I|I|I|II|I
Sbjct 299 TTGATGTTTTGTGGCCAGGTGGAAAGAGT CAATGGGAAATTTTTATGGAACAAGTAGAAG 358

Query 359 CACTCATTAATAAAAAAA 376

AR
Sbjct 359 CACTTATTAATCAAAAAA

Figura 12. Resultado da analise de similaridade do fragmento do gene cry8 (~376 pb) por meio da
ferramenta Blastn utilizando o banco de dados GenBank.

5.2. Obtencdo da sequéncia completa do gene cry8 presente no
isolado de B. thuringiensis BT_1622

O alinhamento das sequéncias de cry8Aal (U04364), cry8Bal (U04365) e
cry8Cal (U04366), forneceu informacdes detalhadas sobre a localizacdo de
regibes de alta similaridade entre as sequéncias. Os resultados desta analise
possibilitaram o desenvolvimento de novos iniciadores bem como, a utilizagéo de
oligonucleotideos descritos na literatura, Gral-cry8 (d) (BRAVO et al., 1998) e Gral-
cry3 (r) (BEN-DQV et al., 1997) na estratégia de “primer walking”.
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Esta estratégia também foi adotada por NOGUERA & IBARRA (2010), os
guais elaboraram um sistema composto por trés conjuntos de oligonucleotideos,
com base em regibes conservadas da familia cry, sendo esses iniciadores
capazes de amplificar os trés dominios presentes nos genes cry de B.
thuringiensis e, consequentemente, descobrir novos tipos de genes cry.

A extensao da sequéncia nucleotidica do gene cry8 de BT _1622 foi iniciada

pelo uso dos oligonucleotideos Gral-cry8 (d) e Gral-cry3 (r) (Figura 13).

Gral-cry8 (d) (BRAVO et al., 1998)

5 ATG 3
S
S Gral-cry3 (r) (BEN-DOV et al., 1997)

~ 1

’

Figura 13. Esquema ilustrando a utilizag&o dos iniciadores Gral-cry8 (d) (Bravo et al., 1998) e
Gral-cry3 (r) (Ben-Dov et al., 1997) na estratégia de “primer walking”.

A amplificacdo por PCR resultou num produto em torno de 1420 pb (Figura

14) para o isolado BT _1622, a qual gerou o “contig 2”.

MM 1 2 3CN

.

2000 pb —Pp
1500 pb

1420 Bb='

1000 pb —P
750 pb —Pp

500 pb —
250 pb —Pp

Figura 14. Eletroforograma evidenciando o produto de amplificagdo obtido por PCR com a utilizagcdo
dos oligonucleotideos iniciadores Gral-cry8 (d) (Bravo et al., 1998) e Gral-cry3 (r) (Ben-Dov
et al.,, 1997). Canaleta 1: BT_1622; 2: B. thuringiensis var. tenebrionis; 3: B. thuringiensis
var. israelensis; CN: controle negativo da reacdo. MM - marcador molecular “GeneRuler™
1kb DNA ladder” (Fermentas Life Sciences).
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O fragmento de 1420 pb foi clonado e a confirmagdo dos clones
recombinantes foi realizada, sendo identificados como positivos os clones 1, 2, 3,
4,5, 6, 8, 9 e 10 (Figura 15). Os eletroferogramas derivados do sequenciamento
foram analisados pelos programas Phred, Phrap e Consed (EWING et al., 1998;
EWING & GREEN, 1998; GORDON et al., 1998).

2000 pb
1500 nh

1000 pb
750 pb

500 pb
250 pb

2000 pb
1500 b

Figura 15. Andlise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela restricdo
enzimética (B). Canaletas 1-10: clones resultantes do processo de transformacao com
o fragmento génico de 1420 pb. MM - marcador molecular “GeneRuler™ 1kb DNA
ladder” (Fermentas Life Sciences).

A andlise realizada com o programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1997),
através do algoritmo BLASTN, indicou a similaridade de 83% deste fragmento com
0 gene cry8Bal (U04365) de B. thuringiensis kumamotoensis PS50C(b) (Figura
16).



48

r
> gb| U04365. 1| BTU04365 Baci |l us thuringi ensis kumanot oensi s PS50C(b) Crylll

endot oxi n gene,
Lengt h=3507

Score = 1249 bit

Identities = 120

St rand=PI us/ Pl us
Query 1
Shjct 1
Query 61
Shjct 61
Query 121
Shjct 121
Query 181
Sbhjct 181
Query 240
Shjct 239
Query 297
Shjct 297
Query 354
Shjct 357
Query 414
Shjct 417
Query 473
Shjct 477
Query 532
Sbjct 535
Query 591
Shjct 594
Query 649
Shjct 652
Query 706
Shjct 709
Query 762

Sbjct 766

partial cds

s (676), Expect = 0.0
=6

2/1450 (83%, Gaps = 60/ 1450 (4%

ATGAGT CCAAATAATCTAAATGAATATGAAATTATAGATGCGACACCTTCTACATCTGTA

|||||||I|||||||| ||||||||I||||||I||||||||I||||||||I||||||||I
GTCCAAATAAT CAAAAT GAATATGAAAT TATAGAT GCGACACCT TCTACATCTGT

TCTAATGATACTACCAGATACCCTTTTGCAAATGAACCAACAAATGCGT TACAAAATATG

N R AR R A N AN RN A A RN
TCCAATGATTCTAACAGATACCCT T TTGCGAATGAGCCAACAAATGCGCTACAAAATATG

AATTATAAGGATTATTTAAGAATGT CTGAAGGT TACGATAGT GAATATGCTGGT TCACCT

AR EAEN II|I|I|I (LT LT |I|IIII|I|I
GATTATAAAGATTATTTAAAAAT GTCTGCGGGAAATGT TAGT GAATACCCTGGT

GAAGCATTTACTA- GTGGCCAAGAT GCGGT TAAAGCCGCGAT TGGT GTGGTAGGT CAAAT

RN R
GAGGTATTT- CTAAGCGAGCAAGAT GCAGT TAAGGCCGCAAT TGATATAGTAGGT - AAAT

- ATTGGGGAAATT- AGGGGT TCCATTTGT TGGGECCGATTGTGAGCCTATATAGI GCA- CT

[ [ 1] I|I|I||I|I|I|I||I|I|I||| CEEE Tt eIl
TACTAAC- AGGT TTAGGGGT TCCATTTGT TGEGOCGATAGT GAGTCTTTATACT- CAACT

TATTGATGITTTGIGGCC- - - AGGTGGAAAGAGT CAATGCGAAATTTTTATGGAACAAGT

AN R A RN R AR AR
TATTGATATTCTGT GGCCTTCAAAACAAAAGAGT CAATGGGAAAT TTTTATGGAACAAGT

AGAAGCACT CATTAATAAAAAAAT AGCAGAATACGCAAGGAATAAGGCAATTGCAGAATT

COCEE TR et e e feee et e i i
AGAAGAACT CATTAATCAAAAAATAGCAGAATAT GCAAGGAATAAAGCGCT TTCGGAAT T

AGAGGGGT TAGGGAATAACTACAAAATATATTTAACAGCACT TGAAGAATGGCA- GAAAA

CELEE et e e e e e et i
GGAAGGGCTAGGGAATAAT TACCAAT TATATCTAACT GCGCT TGAAGAGT GGAAAGAAAA

ATCCAAGTAGTACAAGAGT CTTACGCGATGI TCAGAA- TCGATTTGAAATTCTTGATAGT

R A A A A AR AR Ay
- TOCCAAATGGT TCAAGAGCCT TACGAGATGT TC- GAAATCGAT T TGAAATCCTGGATAGT

TTATTTACGCAATATATGCCTTCTTTTCGGGT- AGCTGGT TATGAAGTACCATTACTTAC

R e A AR R A AR Ay
TTATTTACGCAATATATGCCATCTTTTCGAGTGA- CAAATTTTGAAGTACCATTCCTTAC

AGTATATGCGCAA- G- CAGCTAACCTTCATTTACTGT TATTAAAGGATGCTTCAAATTTT

R A R A R A R A
AGTATATAC- - AATGGCAGCAAACCTACAT TTACTTTTATTAAGGGACGCATCAATTTTT

GGAGAAGAATGGGGATTA- - - ACAGGAAGT GAAGT TAATACCTATTATGATCGT CAAATG

R L e i I |I|IIII|I|I
GGAGAAGAAT GBGGAT TGTCTACAAGCACT- A- - TTAATAACTACTATAATCGTCAAATG

AGT- TTAACTGCAGAGTATTCTGATCACAGT GTGAAA- TGGTAT- AACACTGGTTTAG A

R AR A e R R
AAACTTA- CTGCAGAATATTCTGACCACTGTGT - AAAGT GGTATGAA- ACTGGT TTAGCA

TCAATTAAAAGGATCGAATGCTAGACAATGGEGT TG CATATAACCGT TTCCGTAGAGAGA

IIII|I|III N AR R AR RN |I|I|IIII|I I
TTAAAAGGCT CGAGOGCTAAACAATGGAT TGAC- TATAACCAAT TCOGTAGAGAAA

del t a-

60

60

120

120

180

180

239

238

296

296

353

356

413

416

472

476

531

534

590

593

648

651

705

708

761

765

820

823

Figura 16. Resultado da analise de similaridade do fragmento do gene cry8 (1420 pb) por meio
da ferramenta Blastn utilizando o banco de dados GenBank.
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Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct

821

824

881

884

940

943

1000

1003

1060

1063

1117

1120

1174

1177

1233

1236

1291

1294

1348

1354

1408

1414

TGACACTGACGGTGI TAGATGT TGTGGCATTATTTTCAAGCTATGATACGCGTACGTATC

I|I|I |I|I|I|II|I|I RNy |I|I|I|II|I|I|I|II|I
TTGACGGTGT TAGACGT TGTTGCATTAT TTTCAAACTATGATACGCGTACGTAT

CGA- TCGAAACGACAGCTCAACTTACAAGAGAAGT ATATATGGATCCACTCGGTGCAGTA

fia szl ok ok ||||I|I| ||||I|I| CLVEEEEE e e i
C- ACTGGCAACAA CAAGGGAAGTATATACAGATCCACT TGECGCGGTA

GATGTGTCTAATATTGGATCCTGGTATGACAAAGCGCCTTCTTTTTCGGCTATAGAAAGT

CELCEE T e e et e e et
GATGTGCCTAATAT TGGCTCCTGGTATGACAAAGCACCT TCTTTCT CAGAAATAGAAAAA

GCGGCTATTCGACCACCTCATTTGT TTGATTTTATAACGGGGCTTATAGT TTATACACAA

COEEEE e e e P et i e 1
GCGGCTATTOGT CCACCTCATGT GT TTGAT TATATAACGGGACT CACAGT TTATACAAAA

TTACGTAATCT- CACTTCTGATCGT TATAT- ACGTTTTTGGGCTGGTCATACAA- TAGGA

NN R R A A
AAACGTAG- CTTCACTTCTGATCGTTATATGA- GATATTGGGCTGGTCAT- CAAATAAGC

TATAAAAA- AGTCAATAC- ACCT- GAAACTAATGTACAGATGTATGGAACTAATCAAAAT

L L L A o 1 e e R AR R AR A AR
TATAAGCATA- TCGGTACGAG- TAGTACCTT- TACACAGATGTATGGAACCAATCAAAAT

TTACAA- GATACTAGCACTTTTGATTTTAAGGGT TACAATATTTACAAGACTCTATCAAA

LOCCEE et e e b feer L e e e e
TTACAAAG- TACTAGCAATTTTGATTTTACGAATTACGATATTTACAAGACTTTATCAAA

- GGATGCAGTACTCTTTGATATA- TCTCAATCTGGTTATACGTATACATTTTTTGGAATG

R A N e A A NN AN
TGG TGCAGTACTCCTTGATATAGT TT- ACCCTGGT TATACGTATACATTTTTTGGAATG

CCGGAAGTCGAATTTTTTCTGGTAAACCAAGT GAATAATACTAGTAAG- - - TTAGTGTAT

A A A R RN R R |I|I
CCAGAAACCGAGT TTTTTATGGTAAATCAAT TGAATAATACCAGAAAGACGT TAACGTAT

AAGCCGGTTTCCAAAGATATTATACAGAAAACAAGAGATTCAGAACTAGAATTGCCTCCA

LU T | AR AR AR A
AAACCAGCT TCCAAAGATATTATAGAT CGGACAAGAGAT TCGGAAT TAGAATTGCOCTCCA

GCAACATCAG 1417

AR
GAAACTTCAG 1423

880

883

939

942

999

1002

1059

1062

1116

1119

1173

1176

1232

1235

1290

1293

1347

1353

1407

1413

Figura 16. Resultado da analise de similaridade (continuacéo).

Outra combinacao de iniciadores foi estabelecida com os oligos Gral-cry8

(d) (BRAVO et al.,

1998) e Cry8-C3 (r) para uma nova amplificagédo (Figura 17), a

qual resultou na producéo de um fragmento de aproximadamente 3302 pb (Figura

18). O produto de amplificacdo aborda o gene cry8 de BT _1622 quase em sua

totalidade e foi designado como “contig 3”.
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Gral-cry8 (d) (BRAVO et al., 1998)

~~~~~~~~ Cry8-C3 (r)

53 Contig 1 Contig 2 m— 3

Figura 17. Esquema ilustrando a utilizagdo dos iniciadores Gral-cry8 (d) (Bravo et al., 1998) e
Cry8-C3 (r) na estratégia de “primer walking”.

MM il 2 3 CN

3500 pb

Figura 18. Eletroforograma evidenciando o produto de amplificacdo obtido por PCR com a
utilizacdo dos iniciadores Gral-cry8 (d) (BRAVO et al., 1998) e Cry8-C3 (r). Canaleta 1:
BT_1622; 2: B. thuringiensis var. tenebrionis; 3: B. thuringiensis var. israelensis; CN:
controle negativo da reacdo. MM - marcador molecular “GeneRuler™ 1kb DNA ladder”
(Fermentas Life Sciences).

O produto de PCR purificado foi clonado em vetor pGEM®-T Easy
(Promega, Madison, WI, USA) e transformado em células de E. coli.
Posteriormente, foi realizada a selecdo dos clones portadores do fragmento de
3302 pb, a qual evidenciou a presenca do produto de amplificagcdo em todos os 16

clones analisados (Figura 19).



o1

4000 pb
5090 b §
2000 pb
1500 pb
1000 pb
750 pb
500 pb

250 pb —Pp

4000 pb
3900 8B
2000 pb
1500 pb
1000 pb

750 pb

500 pb

250 pb —Pp

Figura 19. Analise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela restricao
enzimética (B). Canaletas 1-16: clones resultantes do processo de transformag¢éo com o
fragmento génico de 3302 pb. MM - marcador molecular “GeneRuler™ 1kb DNA ladder”
(Fermentas Life Sciences).

Os produtos foram sequenciados, analisados pelos programas Phred,
Phrap e Consed (EWING et al., 1998; EWING & GREEN, 1998; GORDON et al.,
1998) e alinhados pelo programa Kalign (LASSMANN & SONNHAMMER, 2005). A
analise de similaridade realizada pela ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1997)
apresentou 98% de identidade do fragmento de 3302 pb com o gene cry8Ka2
presente no plasmideo da linhagem B. thuringiensis serovar kenyae (FJ770570.1),
ou seja, das 1345 bases comparadas, 1321 mostraram similaridade com uma

determinada regido do gene cry8Ka2 (Figura 20).
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r
> gb| FJ770570. 1 Bacil lus thuringiensis serovar kenyae plasnm d Cry8Ka2 delta-
endot oxi n gene, conplete cds

Lengt h=3522

Score = 2351 bits (1273), Expect = 0.0
ldentities = 1321/1345 (98%, Gaps = 0/1345 (0%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 1958 TCGAATTCATCCCAGTAGATGAGACCTATGAAGCGGAACAAGATCTTGAAAATGCAAAGA 2017

|IIII|I|IIII|I|I|IIII|I|IIII|I|I|IIII|I|III|IIII|I|IIII|I|I|
Sbjct 1949 TCGAATTCATCCCAGTAGA GAAGCGGAACAAGATCTTGAAAATGCAAAGA 2008

Query 2018 AAGCAGTGAATGCTTTGITTACGAATACAAAAGATGGATTACGACCAGGCGTAACGGATT 2077

|I||I|I|I||||I|I|I||||I|I|I||I|I|I|I||I|I|I||||I|I|I||||I|I|
Sbjct 2009 GTGAATGCT TTGT TTACGAATACAAAAGA CCAGGOGTAACGGATT 2068

Query 2078 ATGAAGTAAATCAAGCGGCAAACTTAGTCGAATGCCTATCAGATGATTTGTATCCAAATG 2137

_ ||||||I|I||||||I|I||||I|I||||||I|I||||||I|I||||I|I||||||I|I|
Shjct 2069 CAAGCGGCAAACT ATCAGATGATTTGTATCCAAATG 2128

Query 2138 AAAAACGCTTGITATTTGATGCAGT CAGAGAGGCAAAACGACTTAGCGAGGCACGGAACC 2197

RN A AN AN A AR RN AN AR
Sbjct 2129 AAAAACGCTTGITATTTGATGCAGT CAGAGAGGCAAAACGACT TAGCGAGGCACGGAACC 2188

Query 2198 TGCTTCAAGATCCAGATTTCCAAGAGATAAAT GGAGAAAATGGATGGACTGCAAGTACAG 2257

RN R RN AR R AR ANy
Sbjct 2189 TGCTTCAAGATCCAGATTTCCAAGAGATAAATGGAGAAAATGGATGGACTGCAAGTACAG 2248

Query 2258 GAATTGAGGT TGTAGAAGGGGACCCTTTATTTAAAGGGCGT TATCTACGCCTACCGEGTG 2317

COLUEEE e e e e e ey f
Sbj ct 2249 GAATTGAGGTTGTAGAAGGGGACGCTTTATTTAAAGGGOGT TATCTACGCCTACCAGGTG 2308

Query 2318 CACGACAAATTGATACGGAAACGTATCCAACGTATTTGTATCAAAAAATTGACGAAGGTG 2377

N R R RN A AR AR
Sbjct 2309 CACGACAAATTGATACGGAAACGTATCCAACGTATTTGTATCAAAAAATTGACGAAGGTG 2368

Query 2378 TATTAAAGCCATACACAAGATATAGACT GCGAGCCTTTGTCGGAAGAAGTCAAGGGTTAG 2437

AN AR AR AN NNy
Sbjct 2369 TATTAAAGCCATACACAAGATATAGACTGOGAGGCTTTGTCGGAAGAAGTCAAGGGTTAG 2428

Query 2438 AAATTTATACGATTCGTCACCAAACGAATCGGATTGTAAAAAATGTACCGGATAATTTAC 2497

AR AR AR R RN RA AR R ARy
Sbj ct 2429  AAATTTATACGATTCGTCACCAAACGAATCGGATTGTAAAAAATGTACCGGATAATTTAC 2488

Query 2498 TGCCAGATGCATCTCCCGGAAATGCTGGT GATGGAATCAATCGATGCAGCGAACAAAAGT 2557

N AR R A AR AR AR AL
Sbj ct 2489  TGOCAGATGCATCTCCTGGAAATGCTGGTGATGGAATCAATCGATGCAGCGAACAAAAGT 2548

Query 2558 ATGTAAATAGICGTTTAGAAGGAGAAAAAGGCT TACCAAATGGCAGTCGTTCTGCTGAAG 2617

||||||I|I||||I AR AR A AR AR N
Sbj ct 2549  ATGTAAATAGTCGTCTAGAAGGAGAAAAAGGCT TACCAAATGGCAGTCGTTCTGCTGAAG 2608

Query 2618 CGCATGAATTCTCTCTTCCTATTGATATAGCAGAAATCGATTACAATGAAAATGCAGGAG 2677

N e A A A R R R R AR
Sbjct 2609 CGCATGAGT TCTCAATCCCTATCGATACAGGT GAAATCGATTACAATGAAAATGCAGGAA 2668

Query 2678 TATGGGTTGGCTTTAAGAT TACGGATCCAGAAGGATATGCAACACTTGGAAATCTTGAAT 2737

||||||I||| R U R R A Ay
Sbj ct 2669 TATGGGT TGGATTTAAGAT TACGGACCCAGAGGGATATGCAACACT TGGAAATCTTGAAT 2728

Query 2738 TGGTAGAAGAGGGTCCATTATTAGGAGACACATTAGAACGCGT GAAAAGGGAAGAACAAC 2797

R R R A R A A AR AR A AR AR AR
Sbjct 2729 TGGTCGAAGAGGGACCT TTGTCAGGAGACGCATTAGAACGCTTGCAAAGAGAAGAACAAC 2788

Figura 20. Resultado da analise de similaridade do fragmento do gene cry8 (3302 pb) por meio
da ferramenta Blastn utilizando o banco de dados GenBank.
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Query
Shj ct
Query
Sbj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Sbj ct
Query
Shj ct

2798

2789

2858

2849

2918

2909

2978

2969

3038

3029

3098

3089

3158

3149

3218

3209

3278

3269

AATGCGAAGAT TCAAAT GACAAAAAGACGAGAAGAAACAGATAGAAAATATAT GATAGCCA

|I||I|I|I|II|I|I|I||I|I|I|I||I|I|I|I||I|I|I|II|I|I|I||I|I|I|
AATGCGAAGATTCAAAT GACAAAAAGACGAGAAGAAACAGATAGAAAATATATGATAGCCA

AACAGGCGGTAGACCGT TTATATGCTGATTATCAAGATCAGCAATTAAATCCAAATGTAG

R AR NN R AN RN AR RARRRARNEAY
AACAGGOGGTAGACCGT TTATATGCT GAT TATCAAGAT CAGCAAT TAAATCCAAATGTAG

AGATTACAGATATTACTGCGGCTCAAAACGTGATACAGTCCATTCCTTATGTATATAATG

R A AR AR RN AR AR AR RN NNy
AGATTACAGATATTACTGCOGGCT CAAAACGT GATACAGT CCATTCCTTATGTATATAATG

ATGCGI TCCCAGGGT TACCAGGAATGAACTATACGAAGT TTACAGAGCTAACAGATCGAC

R AR AR A AR RN AR
ATGOGT TCCCAGGGT TACCAGGAATGAACTATACGAAGT TTACAGAGCTAACAGATCGAC

TCCAACAAGCATGGAGT TTGTATGATCAACGAAATGCCATACCAAATGGAGATTTCCGAA

RN A A R A AR AN RARA ARy
TCCAACAAGCATGGAGT TTGTATGATCAACGAAAT GCCATACCAAAT GGAGATTTCCGAA

ATGAATTAAGTAATTGGAACACAACAGCTGGT GTCAATGTACAACAACTCAATGGTACAT

A R AR AN AR AR ARy
ATGAAT TAAGT AAT TGGAACACAACAGCT GGT GTCAAT GTACAACAACT CAATGGTACAT

CTGTCCTTGTGATTCCAAAT TGGGATGCACAAGT TTCTCAACAGT TTACAGT CCAACCGA

A AR AN AR RN RN
CTGTCCTTGTGATTCCAAAT TGGGAT GCACAAGT TTCTCAACAGT TTACAGTCCAACCGA

ACCAAAGATATGT GCTACGAGT TACCGCAAGAAAAGAAGGT GTAGGAAATGGATATGTAA

AR AR RN R AR AR AR RN AN Y
ACCAAAGATATGT GCTACGAGT TACCGCAAGAAAAGAAGGT GTAGGAAATGGATATGTAA

GTATCCGTGATGGTGGAAATCAAAC 3302

R AR AR
GTATCOGTGATGGTGGCAATCAAAC 3293

2857

2848

2917

2908

2977

2968

3037

3028

3097

3088

3157

3148

3217

3208

3277

3268

Figura 20. Resultado da andlise de similaridade (cont.).

A analise dos fragmentos gerados por PCR com as diferentes combinacdes

de oligonucleotideos (Gral-cry8 [d], Gral-cry3 [r] e Cry8-C3 [d]),

resultou na

formacéo de trés “contigs”. No entanto, devido a capacidade de leitura das bases

pelo sequenciador, observou-se a existéncia de lacunas (“gaps”) entre os “contigs”

ja sequenciados, sendo necessaria a elaboracdo de novos iniciadores especificos

para posterior obtencdo da ORF completa do gene cry8 do isolado BT_1622.

Dessa forma, o fechamento do “gap” existente entre os “contigs 1 e 2” foi

obtido por meio da utilizacdo do par de oligonucleotideos Cry8-C4 (d) / Cry8-C4

(r), dando origem ao “contig 4” (Figura 21).
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S Contig 2 Contlg Z W 37
[ 2 -
Cry8-C4 (d) Cry8-C4 (1)
\ ,I
\ ]
\ ]
\ 1
\ 1

Figura 21. Esquema ilustrando a utilizacdo dos iniciadores Cry8-C4 (d) e Cry8-C4 (r) na
estratégia de “primer walking”.

Paralelamente, foram utilizados os iniciadores Cry8-C5 (d) / Cry8-C5 (r) na
tentativa de preencher o “gap” entre os “contigs 2 e 3”. Os resultados obtidos
indicaram a formacdo de dois “contigs” (5.1 e 5.2) (Figura 22), os quais

possibilitaram o fechamento parcial do “gap” citado acima.

Cry8-C5 (d) Cry8-C5 (r)
S~ _-=1

\ ~ - /

[S¥ Contig 1 Contig 4 Contig2  Contig 5.1 T 3’

Figura 22. Esquema ilustrando a utilizacdo dos iniciadores Cry8-C5 (d) e Cry8-C5 (r) na
estratégia de “primer walking”.

Um terceiro par de oligonucleotideos foi introduzido na anélise (Cry8-C6 [d]
/ Cry8-C6 [r]), sendo este responsavel pela obtencéo da porcéo final do gene cry8
de BT_l1622. A sequéncia amplificada € portadora do codon de terminacdo da

traducdo génica (“stop cédon”), representado pela sequéncia TAA, e foi nomeada
“contig 6” (Figura 23).
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53 Contig 1 Contig 4 Contig 2 Contig 5.1 Contig 5.2 Contig 3

Cry8-C\6 (d) Cry8-C6 (r)

\ 1
\

1
\ 1
\ 1
\ 1

3l Contig 1 Contig 4 Contig2  Contig 5.1 Contig 5.2  Contig 3 3

Figura 23. Esquema ilustrando a utilizacdo dos iniciadores Cry8-C6 (d) e Cry8-C6 (r) na
estratégia de “primer walking”.

As reacbes de amplificagdo com os distintos pares de oligonucleotideos
(Cry8-C4 [d /], Cry8-C5 [d / r] e Cry8-C6 [d / r]) resultaram em produtos em torno
de 628, 1580 e 508 pb, respectivamente (Figura 24).

MM 1 CN 2 CN 3 CN
i1 CN 20N 3 CN
0 s A b

2000 pb
1580 pb
1500 pb
1000 pb
750 pb
628 pb
508 pb
500 pb

250 pb —Pp

Figura 24. Eletroforograma evidenciando os produtos de amplificacdo obtidos a partir do isolado
BT _1622 com diferentes oligonucleotideos iniciadores. Canaleta 1: Cry8-C4 (d / r); 2:
Cry8-C5 (d / r); 3: Cry8-C6 (d / r); CN: controle negativo da reacdo. MM - marcador
molecular “GeneRuler™ 1kb DNA ladder” (Fermentas Life Sciences).

Os clones obtidos no processo de transformacdo com os produtos de
amplificacdo (628, 1580 e 508 pb) foram analisados por PCR e restricdo
enzimatica, confirmando a presenca do inserto de interesse em todos eles
(Figuras 25, 26 e 27).
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750 pb
500 pb
250 pb—3p

MM1 2 3 45 6 78 9 10
- - e - - -

750 pb
628 pb
500 pb

250 pb —Pp

Figura 25. Andlise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela restricdo
enzimatica (B). Canaleta 1-10: clones resultantes do processo de transformag&o com o
fragmento génico de 628 pb. MM - marcador molecular “GeneRuler™ 1kb DNA ladder”
(Fermentas Life Sciences).

Figura 26. Andlise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela restricdo
enzimatica (B). Canaletas 1-6: clones resultantes do processo de transformagé&o com o
fragmento génico de 1580 pb. MM - marcador molecular “GeneRuler™ 1kb DNA ladder”
(Fermenta Life Sciences).
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750 pb
500 pb

250 pb

750 pb
500 pb

250 pb

Figura 27. Andlise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela restricdo
enzimatica (B). Canaleta 1-10: clones resultantes do processo de transformacdo com o
fragmento génico de 508 pb. MM - marcador molecular “GeneRuler™ 1kb DNA ladder”
(Fermentas Life Sciences).

Os produtos gerados com os trés pares de iniciadores especificos foram
sequenciados e analisados pelos programas Phred, Phrap e Consed (EWING et
al., 1998; EWING & GREEN, 1998; GORDON et al., 1998). De acordo com a
andlise realizada pela ferramenta BLAST (NCBI), o fragmento de 628 pb
amplificado com os oligonucleotideos Cry8-C4 ( d / r ) apresentou uma identidade
de 86% com o gene cry8Jal de B. thuringiensis FPT-2 (EU625348.1) (Figura 28).
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r
> gb|] EU625348. 1 Baci |l lus thuringiensis strain FPT-2 delta-endotoxin gene, conplete
cds

Lengt h=3489

3e-170
18/ 566 (3%

Score = 597 bits (323), Expect
Identities = 488/566 (86%, Gaps
St rand=PI us/ Pl us

Query 1 GCAGAATACGCAAGGAATAAGGCAATTGCAGAATTAGAGCGGT TAGGGAATAACTA- CAA - 59

COEEEE ey e P fr ey Tt
Sbjct 379  GCAGAATACGCAAGGGCTAAGGCACT TGCAGAATTAGAAGGGT TAGGAAATAACTATC- A 437

Query 60  AATATATTTAACAGCACTTGAAGAATGCCAGAAAAATCCAAGTAGTACAAGAGTCTTACG 119

AR R A A R Ay
Shjct 438 ATTATATTTAACAGCACT TGAAGAATGGCAGGAAAATCCAAGCAGTACAAGAGTCTTACG 497

Query 120 CGATGITCAGAATCGATTTGAAATTCTTGATAGITTATTTACGCAATATATGCCTTCTTT 179

I|I|III CLLCEEEE e e e Py
Sbj ct 498 TGATGTTCGGAATCGATTTGAAATCCT TGATAGCTTATTTACACAATATATGCCTTCTTT 557

Query 180 TCGGGTAGCTGGTTATGAAGTACCATTACTTACAGTATATGCGCAAGCAGCTAACCTTCA 239

R A A R AR A A A AR RN RN
Sbj ct 558 TCGGGTAACAGGT TATGAAGTACCAT TACT TTCAGTATATGCGCAAGCAGCTAACCTTCA 617

Query 240 TTTACTGITATTAAAGGATGCTTCAAATTTTGGAGAAGAATGGGGATTAAC- AGGAAGTG 298

A R A A AR A e e e
Sbjct 618 TTTATTGITATTAAAGGACGCTTCTATTTTTGGAGAAGAATGGBGGGTTCTCTAC- AACCG 676

Query 299 A- AGTTAATACCTATTATGATCGTCAAATGAGT- TTAACT- GCAGAGTATTCTGATCACA 355

R AR e A A e RN
Sbjct 677 CTA- TTAATAACTATTATAATCGTCAAATGAGTCTTATCGCGCA- A- TATTCTGATCATT 733

Query 356 GTGTGA- AATGGTATA- ACACTGGTTTAGATCAATTAAAAGGATCGAATGCTAGACAATG 413

R A A A AN N AR R AN AR R
Sbj ct 734  GIGT- ACAATGGTATAGA- ACTGGGT TAGATCGAT TAAAAGGATCGAATGCTAAACAATG 791

Query 414 GGTTGCATATAACCGTTTCCGTAGAGAGATGACACTGA- CGGTGITAGATGITGTGGCAT 472

R A R A R R N AR AR Ay
Shjct 792 GGTTGAATATAACCGCT TCCGAAGAGAAATGACATT- ATCGGTGTTAGATATTATGACAT 850

Query 473 TATTTTCAA- GCTATGATACGCGTACGTATCCGATCGAAACGACAGCTCAACTTACAAGA 531

COEEE T e b e fe e ey f I II|I| L1111
Sbjct 851 TATTTCCAATG TATGACATGCGCACGTACCCAATGGAAACAAAAGCA AACAAGG 909

Query 532 GAAGTATATATGGATCCACTCGGIGC 557

AN AN
Sbjct 910 GAAGTATATACAGATCCAATTGGTGC 935

Figura 28. Resultado da andlise de similaridade do fragmento do gene cry8 (628 pb) por meio da
ferramenta Blastn utilizando o banco de dados GenBank.

As andlises de alinhamento feitas com os fragmentos de 1580 e 508 pb,
resultantes da amplificacdo com os iniciadores Cry8-C5 (d / r) e Cry8-C6 (d / 1),
indicaram similaridade de 98 e 99%, respectivamente, com 0 gene cry8Ka2
presente no plasmideo da linhagem B. thuringiensis serovar kenyae (FJ770570.1)
(Figuras 29 e 30).
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r
> gb| FJ770570. 1 Baci | lus thuringiensis serovar kenyae plasmd Cry8Ka2 delta-
endot oxi n gene, conplete cds

Lengt h=3522

Score = 1587 bits (859), Expect
Identities = 905/928 (98%, Gaps
St rand=Pl us/ Pl us

0.0
0/ 928 (0%

Query 653  TCGAATTCATCCCAGTAGATGAGACCTATGAAGCGGAACAAGATCTTGAAAATGCAAAGA 712

U R R R R A R A Ay
Sbjct 1949 TCGAATTCATCCCAGTAGATGAGACCTATGAAGCGGAACAAGATCTTGAAAATGCAAAGA 2008

Query 713  AAGCAGTGAATGCTTTGITTACGAATACAAAAGATGGATTACGACCAGGCGTAACGGATT 772

IIII|I|IIII|I|I|IIII|I|I|IIII|I|IIIIII|I|IIII|I|I|IIII|I|I|I
Sbj ct 2009 AAGCAGTGAATGCTTTGTTTACGAATACAAAAGATGGATTACGACCAGGCGTAACGGATT - 2068

Query 773  ATGAAGTAAATCAAGCGGCAAACTTAGTCGAATGCCTATCAGATGATTTGTATCCAAATG 832

IIII|I|IIII|I|I|IIII|I|IIII|I|I|IIII|I|IIII|I|I|IIII|I|IIII|
Sbj ct 2069 AAATCAAGCGGCAAACT TAGTCGAATGCCTATCAGATGATTTGTATCCAAATG 2128

Query 833  AAAAACCCTTGITATTTGATGCAGT CAGAGAGGCAAAACGACT TAGCGAGGCACGGAACC 892

II|I|I|I|II|I|I|I|II|I|I|II|I|I|I|II|I|I|I|II|I|I|II|I|I|I|I
Sbjct 2129 AAAAACGCTTGITATTTGATGCAGT CAGAGAGGCAAAACGACT TAGCGAGGCACGGAACC 2188

Query 893  TGCTTCAAGATCCAGATTTCCAAGAGATAAATGGAGAAAATGGATGGACTGCAAGTACAG 952
LT

. [1] I||||||||I||||||I||||||||I||||||||I||||||I|I||||||||||I
Shjct 2189 TGCTTCAAGATCCAGATTTCCAAGAGATAAAT GGAGAAAATGCA CTGCAAGT 2248

Query 953 GAATTGAGGT TGTAGAAGGGGACGCTTTATTTAAAGGGCGT TATCTACGCCTACCGGGTG - 1012

IIII|I|IIII|I|I|IIII|I|I|IIII|I|IIIIII|I|IIII|I|I|IIII| L]
Sbjct 2249 GAAGGGGACGCT TTATT TAAAGGGCGT TATCTACGCCTACCAGGTG 2308

Query 1013 CACGACAAATTGATACGGAAACGTATCCAACGTATTTGTATCAAAAAATTGACGAAGGTG 1072

IIII|I|IIII|I|I|IIII|I|I|IIII|I|IIIIII|I|IIII|I|I|IIII|I|I|I
Sbjct 2309 CACGACAAATTGATACGGAAACGTATCCAACGTATTTGTATCAAAAAATTGACGAAGGTG 2368

Query 1073 TATTAAAGCCATACACAAGATATAGACT GCGAGGCTTTGICGGAAGAAGTCAAGGGTTAG 1132

II|I|I|I|II|I|I|I|II|I|I|II|I|I|I|II|I|I|I|II|I|I|II|I|I|I|I
Sbjct 2369 TATTAAAGCCATACACAAGATATAGACTGOGAGGCT TTGTCGGAAGAAGTCAAGGGTTAG 2428

Query 1133 AAATTTATACGATTCGT CACCAAACCGAATCGGATTGTAAAAAATGTACCGGATAATTTAC 1192

|||||I||||||||I||||||I||||||||I||||||||I||||||I|I||||||I||||
Sbjct 2429 AAATTTATACGATTCGTCACCAAACGAATCGGATTGTAAAAAATGTACCGGATAATTTAC 2488

Query 1193 TGCCAGATGCATCTCCCGGAAAT GCTGGT GATGGAATCAATCGATGCAGCGAACAAAAGT 1252

R A A R R R R AN R A AR AR
Sbj ct 2489 TGOCAGATGCATCTCCTGGAAATGCTGGTGATGGAAT CAATCGATGCAGCGAACAAAAGT 2548

Query 1253 ATGTAAATAGTCGI TTAGAAGGAGAAAAAGGCTTACCAAATGGCAGTCGTTCTGCTGAAG 1312

R R AR R AR A RNy
Sbj ct 2549 ATGTAAATAGTCGTCTAGAAGGAGAAAAAGGCT TACCAAATGGCAGTCGTTCTGCTGAAG 2608

Query 1313 CGCATGAATTCTCTCTTCCTATTGATATAGGAGAAATCGATTACAATGAAAATGCAGGAG 1372

R A A A A R A R AR A AR
Sbj ct 2609 CGCATGAGTTCTCAATCCCTATCGATACAGGT GAAATCGATTACAATGAAAATGCAGGAA 2668

Query 1373 TATGGGTTGGCTTTAAGAT TACGGAT CCAGAAGGATATGCAACACTTGGAAATCTTGAAT 1432

CELCEEEE per e e A A et e |
Sbj ct 2669 TATGGGTTGGATTTAAGAT TACGGACCCAGAGGGATATGCAACACT TGGAAATCTTGAAT - 2728

Figura 29. Resultado da analise de similaridade do fragmento do gene cry8 (1580 pb) por meio da
ferramenta Blastn utilizando o banco de dados GenBank.
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Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct

1433

2729

1493

2789

1553

2849

TGGTAGAAGAGGGT CCATTAT TAGGAGACACAT TAGAACGCGT GAAAAGGGAAGAACAAC

R R A N R AR R R AR
TGGTCGAAGAGGGACCT TTGT CAGGAGACGCAT TAGAACGCT TGCAAAGAGAAGAACAAC

AATGCGAAGAT TCAAAT GACAAAAAGACGAGAAGAAACAGATAGAAAATATATGATAGCCA

AR AR R AR A RN RNy
AATGGAAGAT TCAAAT GACAAAAAGACGAGAAGAAACAGATAGAAAATATATGATAGCCA

AACAGCCGGTAGACCGTTTATATGCTGA 1580

|||I||||||||I||||||||I||||||
CAGGOGGTAGACCGT TTATATGCTGA 2876

1492

2788

1552

2848

Figura 29. Resultado da andlise de similaridade (cont.).

Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct

r
> gb| FJ770570. 1

endot oxi n gene
Lengt h=3522

Score = 928 bits (502), Expect
Identities
St rand=Pl us/ Pl us

= 506

1

3015

61

3075

121

3135

181

3195

241

3255

301

3315

361

3375

421

3435

481

3495

conpl ete cds

0.0
0/ 508 (0%

/508 (99% , Gaps

GCTAACAGATCGACTCCAACAAGCATGGAGT TTGTATGATCAACGAAAT GCCATACCAAA

I|I|IIII|I|I|IIII|I|IIIIII|I|IIII|I|I|IIII|I|I|IIII|I|IIII|I
GATCGACT CCAACAAGCAT GGAGT TTGTATGATCAACGAAAT GCCATACCAAA

TGGAGATTTCCGAAATGAATTAAGT AAT TGGAACACAACAGCTGGT GTCAATGTACAACA

I|I|IIII|I|I|IIII|I|IIIIII|I|IIII|I|I|IIII|I|I|IIII|I|IIII|I
TGGAGATTTCCGAAATGAAT TAAGT AAT TGGAACACAACA! GTCAATGTACAACA

ACTCAATGGTACATCTGTCCTTGTGATTCCAAATTGGGATGCACAAGT TTCTCAACAGT T

I|I|I||I|I|I||||I|I|I||||I|I|I||||I|I|I||I|I|I||||I|I|I||||I
CATCTGTCCTTGTGATTCCAAATTGGGATGCA

TACAGT CCAACCGAACCAAAGATATGT GCTACGAGT TACCGCAAGAAAAGAAGGT GTAGG

||I||||||I||||||||I||||||||I||||||||I||||||I||||||||I|||||||
GTCCAACCGAACCAAAGATATGT GCTACGAGT TACCGCAAGAAAAGAA

AAATCCGATATGTAAGTATCCGT GATGGT GGAAATCAAACAGAAACCCTTACGT TTAGTGC

I|I|I|II|I|I|II|I|I|I|II|I|I|I NN AR Ry
AAATGGATATGTAAGT ATCOGT GATGGT GGCAATCAAACAGAAACGCT TACGT TTAGT GC

AAGTGATTATGATACAAATGGTGTGTATAATATACAAGCGT CGAATACAAACGGATATAA

R R R R R A RN N R AR R AR RN
AAGTGATTATGATACAAATGGT GT GTATAATATACAAGCGT CGAATACAAACGGATATAA

CACAAATGGT GTGTACAATGATCAAACCGCECTATATCACAAAAACAGCGGAATTCATTCC

R R R R A AR R R N A A AR AR ANAEn
CACAAATGGT GTGT ACAAT GATCAAACCGGCTATATCACAAAAACAGCGGAAT TCATTCC

ACATACAAAT CAAGT GT GGATTGAGAT GAGT GAGACCGAAGGTACGT TCTATATCGAAAG

COLLEEEEE e e e e e e
ACATACAAATCAAGT GT GGAT TGAGAT GAGT GAGACCGAAGGTACGT TCTATATCGAAAG

TGTAGAATTGATTGTAGACGTAGAGTAA 508

AR AR AR
TGTAGAATTGATTGTTGACGTAGAGTAA 3522

Baci | lus thuringi ensis serovar kenyae plasnid Cry8Ka2 delta-

60

3074

120

3134

180

3194

240

3254

300

3314

360

3374

420

3434

480

3494

Figura 30. Resultado da analise de similaridade do fragmento do gene cry8 (508 pb) por meio da
ferramenta Blastn utilizando o banco de dados GenBank.
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A elaboracédo de iniciadores internos, tendo como meta o fechamento das
lacunas existentes entre os “contigs” foi satisfatoria, visto que grande parte do
gene teve sua sequéncia elucidada. Porém, a obtencdo da sequéncia completa do
gene cry8 de BT_I622 sO foi possivel devido a elaboragdo de outro par de
oligonucleotideos (Cry8-C7 [d e r]) visando fechar o “gap” localizado entre os

“contigs 5.1 e 5.2” (Figura 31).

Sl Contig 1 Contig 4 Contig 2 Contig 5.1 Contig 5.2  Contig 3 Contig 6 e
(3 X |
Cry8-C7 (d) Cry8-C7 (r)
\\ II
\ 7
AY /7
\ /
53l Contig 1 Contig 4 Contig 2  Contig 5.1 Contig 5.2  Contig 3 Contig 6 [}

5 ATG BT _1622_cry8_3531 pb TAA 3

Figura 31. Esquema ilustrando a utilizacdo dos iniciadores Cry8-C7 (d) e Cry8-C7 (r) e a
obtencdo da sequéncia completa do novo gene cry8 pela estratégia de “primer
walking”. Em destaque: os cédons de iniciacdo (ATG) em azul e finalizacdo do gene
(TAA) em vermelho.

Resultante do processo de amplificagdo com os iniciadores supracitados,
obteve-se um fragmento de aproximadamente 510 pb (“contig 7”), o qual foi
decisivo para a finalizagdo da sequéncia do gene cry8 de BT_1622 (Figura 32).
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Figura 32. Eletroforograma evidenciando o produto de amplificacdo obtido por PCR com a
utilizagdo dos oligonucleotideos Cry8-C7 (d) e Cry8-C7 (r). Canaleta 1: BT_1622; CN:
controle negativo da reacdo. MM - marcador molecular “GeneRuler™ 1kb DNA ladder”

(Fermentas Life Sciences).

O fragmento de ~ 510 pb foi armazenado no vetor de clonagem pGEM®-T
Easy (Promega, Madison, WI, USA), transformado em E. coli, sendo que apos a
confirmacao dos clones recombinantes (Figura 33), realizou-se o sequenciamento
deste material. Os dados foram submetidos a andlise de alinhamento pelo
algoritmo BLASTnN, resultando em um fragmento 100% idéntico a sequéncia

presente no gene cry8Ka2 de B. thuringiensis serovar kenyae (FJ770570.1)

(Figura 34).
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750 pb
500 pb

250 pb—Pp

750 pb
500 pb

250 pb —Pp

Figura 33. Andlise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela restricdo
enzimatica (B). Canaleta 1-12: clones resultantes do processo de transformag&o com o
fragmento génico de 510 pb. MM - marcador molecular “GeneRuler™ 1kb DNA ladder”
(Fermentas Life Sciences).

r
> gb| FJ770570. 1 Baci | lus thuringi ensis serovar kenyae plasm d Cry8Ka2 delta-
endot oxi n gene, conplete cds

Lengt h=3522

Score = 590 bits (319), Expect = 3e-168
Identities = 319/319 (100%, Gaps = 0/319 (0%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 192  TCGAATTCATCCCAGTAGATGAGACCTATGAAGCGGAACAAGATCTTGAAAATGCAAAGA 251

RN R R R R A R R R R R AR AR R A AR A Ry
Sbj ct 1949 TCGAATTCATCCCAGTAGATGAGACCTATGAAGCGGAACAAGATCT TGAAAATGCAAAGA 2008

Query 252  AAGCAGTGAATGCTTTGTTTACGAATACAAAAGATGGATTACGACCAGGCGTAACGGATT 311

I|IIII|I|IIIIII|I|IIIIII|I|IIIIII|I|IIII|I|IIIIII|I|IIIIII|I
Sbj ct 2009 AAGCAGIGAATGCTTTGTTTACGAATACAAAAGATGGATTACGACCAGGOGTAACGEATT 2068

Query 312  ATGAAGTAAATCAAGCGGCAAACTTAGTCGAATGCCTATCAGATGATTTGTATCCAAATG 371

I|I||I|I|I|I||I|I|I|II|I|I|I||I|I|I|I||I|I|I|I||I|I|I|II|I|I
Sbjct 2069 CAAGOGGCAAACT TAGTCGAATGOCTATCAGATGATTTGTATCCAAATG 2128

Query 372  AAAAACGCTTGTTATTTGATGCAGT CAGAGAGGCAAAACGACTTAGCGAGGCACGGAACC 431

I||||||I|I||||||I|I||||I|I||||||I|I||||||I|I||||||I|I||||I|I
Sbjct 2129 AAAAACGCTTGITATTTGATGCAGT CAGAGAGGCAAAACGACT TAGCGAGGCACGGAACC 2188

Query 432 TGCTTCAAGATCCAGATTTCCAAGAGATAAAT GGAGAAAAT GCGATGGACTGCAAGTACAG 491

R R R R AR R R RN R AR AN R AN AN
Sbj ct 2189 TGCTTCAAGATCCAGATTTCCAAGAGATAAATGGAGAAAATGGATGGACTGCAAGTACAG 2248

Query 492 GAATTGAGGTTGTAGAAGG 510

AR RN
Sbj ct 2249 GAATTGAGGTTGTAGAAGG 2267

Figura 34. Resultado da analise de similaridade do fragmento do gene cry8 (510 pb) por meio da
ferramenta Blastn.
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Finalizada a estratégia de “primer walking”, as sequéncias foram novamente
analisadas pelos programas Phred/Phrap/Consed (EWING et al., 1998; EWING &
GREEN, 1998; GORDON et al.,, 1998) resultando na obtencdo de um *“contig”

anico (sequéncia consenso) totalizando 3531 pb (Figuras 35 e 36).

MM 1 CN

3308 BB 3
2500 pb
2000 pb
1500 pb

1000 pb —p
750 pb —J
500 pb —Pp

250 pb —P

Figura 35. Eletroforograma evidenciando a amplificacdo do novo gene cry8 por PCR com a
utilizacao dos oligonucleotideos Gral-cry8 (d) e Cry8-C7 (r). Canaleta 1: BT_1622; CN:
controle negativo da reacdo. MM - marcador molecular “GeneRuler™ 1kb DNA ladder”
(Fermentas Life Sciences).



65

at gagt ccaa
tctaatgata
aat t at aagg
gaagcattta
tt ggggaaat
gatgttttgt
ctcattaata
tt agggaat a
agt acaagag
caat at atgc
caagcagct a
ggat t aacag
tattctgatc
gct agacaat
gt t gt ggcat
ct t acaagag
t ggt at gaca
ttgtttgatt
cgttatatac
act aat gt ac
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gt gaat aat a
agagat t cag
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accgcaagaa
acagaaacgc
gcgtcgaat a
acaaaaacag
gaaggt acgt
/1

at aat ct aaa
ctaccagat a
attatttaag
ctagtgggca
taggggttcc
ggccaggt gg
aaaaaat agc
act acaaaat
tcttacgcga
cttcttttcg
accttcattt
gaagt gaagt
acagt gt gaa
gggttgcata
tattttcaag
aagt at at at
aagcgccttc
ttataacggg
gtttttgggc
agat gt at gg
atatttacaa
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gaat caat cg
t accaaat gg
aaatcgatta
gat at gcaac
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aagat cagca
tacagtccat
cgaagtttac
at gccat acc
t caat gt aca
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cggaatt cat
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tcctggtact
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cttatacatt
tcttgaaaat
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tgatttgtat
tagcgaggca
at ggact gca
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aagaagt caa
tgtaccggat
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gaaaagggaa
aaaatatatg
attaaatcca
tccttatgta
agagct aaca
aaat ggagat
acaact caat
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aggaaat gga
t gcaagt gat
t aacacaaat
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ggttacgata
aaagccgcga
ccgattgtga
tgggaaattt
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tactctttga
aattttttct
aagatattat
caataatttc
caaccaat ac
caatttatcc
ctacaacagt
ctaatgcgac
aat acattgt
ggacctctag
ataattcctt
taaaccttct
aattcatccc
cagt gaat gc
aagt aaat ca
aacgcttgtt
ttcaagatcc
ttgaggttgt
gacaaattga
taaagccata
tttatacgat
cagatgcatc
taaat agtcg
atgaattctc
gggttggett
tagaagaggg
ggaagattca
aggcggt aga
ttacagat at
cgttcccagg
aacaagcatg
aat t aagt aa
tccttgtgat
aaagat at gt
tccgtgatgg
atggtgtgta
at gat caaac
ggat t gagat
acgt agagt a

tacatctgta
acaaaat atg
tggttcacct
aggt caaat a
tgcacttatt
agt agaagca
att agagggg
aaat ccaagt
tttatttacg
agt at at gcg
agaagaat gg
aact gcagag
aggat cgaat
ggt gt t agat
gacagct caa
tattggatcc
accacct cat
cactt ct gat
tacacct gaa
ttttgatttt
tatatctcaa
ggt aaaccaa
acagaaaaca
taacgcat ac
gt at gt acct
agaaaaaat t
aat aaatt ct
t gaagcaat c
t agaat t aga
caggact at a
t aaat at gcg
tatttttgtg
agt agat gag
tttgtttacg
agcggcaaac
atttgatgca
agatttccaa
agaaggggac
t acggaaacg
cacaagat at
t cgt caccaa
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300
360
420
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540
600
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720
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900
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1020
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1140
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1380
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1500
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1800
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2940
3000
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3120
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3300
3360
3420
3480
3531

Figura 36. Sequéncia de nucleotideos do novo gene cry8 proveniente do isolado BT_1622.
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A andlise de alinhamento de nucleotideos (BLASTn) demonstrou uma
identidade de 98% da sequéncia de nucleotideos do gene cry8 (BT_1622) em
relacdo gene cry8Kaz2 de B. thuringiensis serovar kenyae (FJ770570.1). Das 1574
bases consideradas na avaliacdo, 1549 foram similares aquelas contidas no gene
cry8Ka2, segundo resultados gerados pelo algoritmo BLASTn. Por meio do

alinhamento, foi possivel detectar 25 substituicdes de nucleotideos (Figura 37).

> gb| FJ770570. 1 Baci | lus thuringi ensis serovar kenyae plasnid Cry8Ka2 delta-
endot oxi n gene, conplete cds
Lengt h=3522

Score = 2769 bits (1499), Expect = 0.0
Identities = 1549/ 1574 (98%, Gaps = 0/1574 (0%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 1958 TCGAATTCATCCCAGTAGATGAGACCTATGAAGCGGAACAAGATCTTGAAAATGCAAAGA 2017

RN AR AR R A R R R A R AR AR R AR ARy
Sbj ct 1949 TCGAATTCATCCCAGTAGATGAGACCTATGAAGCGGAACAAGATCTTGAAAATGCAAAGA 2008

Query 2018 AAGCAGTGAATGCTTTGITTACGAATACAAAAGATGGATTACGACCAGGCGTAACGGATT 2077

R R R R R RN R AR R R AN AR AN AR
Sbj ct 2009 AAGCAGTGAATGCTTTGTTTACGAATACAAAAGAT GGATTACGACCAGGCGTAACGGATT 2068

Query 2078 ATGAAGTAAATCAAGCGECAAACTTAGTCGAATGCCTATCAGATGATTTGTATCCAAATG 2137

I|I|II|I|I|IIII|I|I|IIII|I|I|II|I|I|I|II|I|I|IIII|I|I|IIII|I
Shj ct 2069 ATGAAGTAAATCAAGCGGCAAACT TAGTCGAATGCCTATCAGATGATTTGTATCCAAATG 2128

Query 2138 AAAAACGCTTGITATTTGATGCAGT CAGAGAGGCAAAACGACTTAGCGAGGCACGGAACC 2197

AR A R R A AR RN AR AN RN
Sbjct 2129 AAAAACGCTTGTTATTTGATGCAGT CAGAGAGGCAAAACGACT TAGCGAGGCACGGAACC 2188

Query 2198 TGCTTCAAGATCCAGATTTCCAAGAGATAAATGGAGAAAATGGATGGACTGCAAGTACAG 2257

I|I|II|I|I|IIII|I|I|IIII|I|I|II|I|I|I|II|I|I|IIII|I|I|IIII|I
Sbj ct 2189 TGCTTCAAGATCCAGATTTCCAAGAGATAAATGGAGAAAATGGATGGACT GCAAGT. 2248

Query 2258 GAATTGAGGT TGTAGAAGGGGACCCTTTATTTAAAGGGCGT TATCTACGCCTACCGEGTG 2317

_ I|I|II|I|I|I||I|I|I|I||I|I|I|II|I|I|I|II|I|I|I||I|I|I|I (111
Sbjct 2249 GAATT GAAGGGGACGCT TTAT TTAAAGGGCGT TATCTACGCCTACCAGGTG - 2308

Query 2318 CACGACAAATTGATACGGAAACGTATCCAACGTATTTGTATCAAAAAATTGACGAAGGTG 2377

_ I|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbj ct 2309 CACGACAAATTGATACGGAAACGTATCCAACGTATTTGTATCAAAAAATTGACGAAGGTG 2368

Query 2378 TATTAAAGCCATACACAAGATATAGACT GCGAGGCTTTGICGGAAGAAGTCAAGGGTTAG 2437

I|I|II|I|I|IIII|I|I|IIII|I|I|II|I|I|I|II|I|I|IIII|I|I|IIII|I
Sbj ct 2369 TATTAAAGOCATACACAAGATATAGACT GOGAGGCTTTGTCGGAAGAAGTCAAGGGTTAG 2428

Query 2438 AAATTTATACGATTCGTCACCAAACGAATCGGATTGTAAAAAATGTACCGGATAATTTAC 2497

R R R R R R AR AR RN R R RNy
Sbj ct 2429  AAATTTATACGATTCGTCACCAAACGAATCGGATTGTAAAAAATGTACCGGATAATTTAC 2488

Query 2498 TGCCAGATGCATCTCCCGGAAATGCTGGT GATGGAATCAATCGATGCAGCGAACAAAAGT 2557

R A A R R
Sbj ct 2489 TGCCAGATGCATCTCCTGGAAATGCTGGT GATGGAATCAATCGATGCAGCGAACAAAAGT 2548

Figura 37. Resultado da analise de similaridade da sequéncia completa do gene cry8 (BT_1622)
por meio da ferramenta Blastn. Em amarelo estdo destacadas as substituicdes de
nucleotideos.
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ATGTAAATAGT CGT TTAGAAGGAGAAAAAGCCT TACCAAATGCCAGT CGTTCTGCTGAAG

R AR AR R R A AR R A RN RN R AN
ATGTAAATAGT CGTCTAGAAGGAGAAAAAGGCT TACCAAAT GGCAGT CGTTCTGCTGAAG

CGCATGAATTCTCTCTTCCTATTGATATAGGAGAAAT CGATTACAAT GAAAATGCAGGAG

R A A R R R R AN Ay
CGCATGAGT TCTCAATCCCTATCGATACAGGT GAAATCGAT TACAAT GAAAAT GCAGGAA

TATGGGT TGECTTTAAGAT TACGGAT CCAGAAGGATATGCAACACT TGGAAATCTTGAAT

R R R AN R RN
TATGGGT TGGATTTAAGAT TACGGACCCAGAGGGATATGCAACACT TGGAAATCTTGAAT

TGGTAGAAGAGGGT CCATTATTAGGAGACACAT TAGAACGCGT GAAAAGGGAAGAACAAC

R A o R R A N A AR A AR A AR
TGGTCGAAGAGGGACCT TTGTCAGGAGACGCAT TAGAACGCT TGCAAAGAGAAGAACAAC

AATGGAAGAT TCAAAT GACAAAAAGACGAGAAGAAACAGATAGAAAATATAT GATAGCCA

||I|I||||I|I||||||I|I||||||I|I||||I|I|I||||I|I||||||I|I|||||
AATGGAAGAT TCAAAT GACAAAAAGACGAGAAGAAACAGATAGAAAATATATGATAGCCA

AACAGGCGGTAGACCGT TTATATGCTGAT TATCAAGAT CAGCAATTAAATCCAAATGTAG

I|I|I|II|I|I|I|II|I|I|II|I|I|I|II|I|I|I|II|I|I|I|II|I|I|II|I
CAGGOGGT AGACCGT TTATATGCTGAT TATCAAGAT CAGCAAT TAAATCCAAATGT.

AGATTACAGATATTACTGCGGCTCAAAACGT GATACAGT CCATTCCTTATGTATATAATG

||I||||||||I||||||I|I||||||I||||||||I||||||||I||||||I|I|||||
AGATTACAGATATTACTGOGGCT CAAAACGT GATACAGT CCATTCCTTATGTATATAATG

ATGCGT TCCCAGGGT TACCAGGAATGAACTATACGAAGT TTACAGAGCTAACAGATCGAC

||I|I||||I|I||||||I|I||||||I|I||||I|I|I||||I|I||||||I|I|||||
ATGCGT TCCCAGGGT TACCAGGAATGAACTATACGAAGT TTACA(

TCCAACAAGCATGGAGT TTGTATGATCAACGAAATGCCATACCAAATGGAGATTTCCGAA

I|I|IIIIII|I|IIII|I|I|IIII|I|I|IIII|I|IIII|I|I|IIII|I|I|IIII
TCCAACAAGCAT GGAGT TTGTAT GATCAACGAAAT GOCATACCAAAT GGAGAT TTCCGAA

ATGAATTAAGT AATTGGAACACAACAGCT GGTGT CAATGTACAACAACT CAATGGTACAT

I|I|IIIIII|I|IIII|I|I|IIII|I|I|IIII|I|IIII|I|I|IIII|I|I|IIII
ATGAATTAAGTAATTGGAACA GTACAACAACTCAATGGTACAT

CTGTCCTTGTGATTCCAAAT TGGGATGCACAAGT TTCTCAACAGT TTACAGT CCAACCGA

I|I|I|II|I|I|I|II|I|I|II|I|I|I|II|I|I|I|II|I|I|I|II|I|I|II|I
\TTCCAAATTGGGATGCACAAGT TTCTCAACAGT TTACAGT CCAACCGA

ACCAAAGATATGT GCTACGAGT TACCGCAAGAAAAGAAGGT GTAGGAAATGGATATGTAA
AR A R R R R R AR AR ANy
ACCAAAGATATGT GCTACGAGT TACCGCAAGAAAAGAAGGT GTAGGAAATGGATATGTAA

GTATCCGT GATGGT GGAAATCAAACAGAAACCCTTACGT TTAGT GCAAGT GATTATGATA

R R R AR AR AN R AR RNy
GTATCCGT GATGGT GGCAAT CAAACAGAAACGCT TACGT TTAGT GCAAGT GATTATGATA

CAAATGGT GTGTATAATATACAAGCGT CGAATACAAACGGATATAACACAAATGGTGTGT

R R RN RN AR AR AR AN RNANRAR Y
CAAATGGTGT GTATAATATACAAGCGT CGAATACAAACGGATATAACACAAATGGTGTGT

ACAATGATCAAACCGGCTATATCACAAAAACAGCGGAATTCATTCCACATACAAATCAAG

R R R R R AR RN AN A N AEAANA O
ACAAT GATCAAACCGGCTATAT CACAAAAACAGOGGAAT TCATTCCACATACAAATCAAG

TGTGGATTGAGATGAGT GAGACCGAAGGTACGT TCTATATCGAAAGT GTAGAATTGATTG

R R R RN AR AR
TGTGGAT TGAGAT GAGT GAGACCGAAGGTACGT TCTATATCGAAAGTGTAGAATTGATTG

TAGACGTAGAGTAA 3531

AR
TTGACGTAGAGTAA 3522
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Figura 37. Resultado da andlise de similaridade da sequéncia completa do gene cry8 (cont.).
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A sequéncia deduzida da proteina Cry8 comparada com as sequéncias de
aminoacidos do GenBank, através da ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al.,
1997), revelou o isolado BT 1622 ser portador de uma proteina Cry8 distinta das
subclasses descritas até o presente momento. O alinhamento realizado com
sequéncias de aminoacidos (BLASTp) depositadas no banco de dados do NCBI,
apresentou similaridade de 75% da nova proteina Cry8 com a proteina Cry8Bal
da linhagem B. thuringiensis kumamotoensis PS50C (b) (U04365) (Figura 38).

A comparacgdo com Cry8Bal demonstrou a presenca de 172 aminoacidos
diferentes na sequéncia da proteina Cry8 do isolado BT 1622, além da existéncia
de 102 substituicdes de residuos de aminoacidos. A regido da nova proteina Cry8
gue mais apresentou modificagdes de aminoacidos esta compreendida entre os
residuos 341 a 653 e, encontra-se localizada entre os dominios Il e Ill da proteina
(Figura 41). Concomitantemente, foi constatada a auséncia de seis aminoacidos

na sequéncia proteica de BT_1622 e, treze na proteina Cry8Bal (Figura 38).

>'_ sp| @45705. 1] CRBBA_BACUK RecName: Ful | =Pesticidal crystal protein cry8Ba; AltNane:
Ful =134 kDa crystal protein; A tName: Full=Crystaline entonocidal protoxin; A tName:
Ful I =I nsectici dal delta-endotoxin CryVllIB(a)

gb| AAA21118. 1 Crylll delta-endotoxin [Bacillus thuringiensis]

Lengt h=1169

Score = 1773 bits (4593), Expect = 0.0, Method: Conpositional natrix adjust.
Identities = 888/1182 (75%, Positives = 991/1182 (84%, Gaps = 19/1182 (2%

Query 1 VSPNNLNEYE! | DATPSTSVSNDTTRYPFANEPTNAL QNMNYKDYLRVBEGYDSEYAGSP 60
MBPNN NEYEI | DATPSTSVSND+ RYPFANEPTNALONMEYKDYL+MS G~ SEY GSP
Shjct 1 VBPNNQNEYEI | DATPSTSVSNDSNRYPFANEPTNAL QNVDYKDYLKVSAGNVSEYPGSP 60

Query 61  EAFTSGQDAVKAAI GWGQ LGKLGVPFVGPI VSLYSALI DVLWGAIKSQMEI FMEQVE 119
E F S QDAVKAAl +VGHL LGVPFVGPI VSLY+ LI D+LWP  KSQAEI FNEQVE
Shjct 61  EVFLSEQDAVKAAI DI VGKLLTGLGVPFVGP! VSLYTQLI DI LWPSKQKSQAEI FMEQVE 120

Query 120 ALI NKKI AEYARNKAI AELEGLGNNYKI YLTALEEWQKNPSSTRVLRDVONRFEI LDSLF - 179
LI N#KI AEYARNKA++ELEGLGNNY++YLTALEEWH+NP+ +R LRDV+NRFEI LDSLF
Sbjct 121 ELI NOKI AEYARNKALSEL EGLGNNYQL YL TALEEWKENPNGSRALRDVRNRFEI LDSLF 180

Query 180  TQYMPSFRVAGYEVPLLTVYAQAANLHLLLLKDASNFGEEWGL TGSEVNTYYDRQVBLTA 239
TQYMPSFRV. +EVP LTVY. AANLHLLLL+DAS FGEEWGL+ S +N YY+RQM LTA
Shjct 181  TQYMPSFRVINFEVPFLTVYTMAANLHLLLLRDASI FGEEWELSTSTI NNYYNRQWKLTA 240

Figura 38. Alinhamento da sequéncia deduzida de aminoacidos da proteina Cry8 oriunda do
isolado BT 1622 com a proteina Cry8Bal (BLASTp). Em destaque: regides de
aminoacidos distintas (em cinza), substituicbes de aa (em amarelo) e auséncia de
residuos de aminoacidos nas sequéncias da nova proteina (em vermelho) e de
Cry8Bal (em verde).
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EYSDHSVKWYNT GL DQL KGSNARQWAYNRFRREMTL TVLDVWALFSSYDTRTYPI ETTA
EYSDH VKW TGL +LKGS+A+QM YN+FRREMILTVLDWALFS+YDTRTYP+ TTA
EYSDHCVKWYET GLAKLKGSSAKQWN DYNQFRREMIL TVLDVWWALFSNYDTRTYPLATTA

QLTREVYNDPLGAVDVSNI GSWYDKAPSFSAI ESAAI RPPHLFDFI TGLI VYTQLRNLTS
QLTREVY DPLGAVDV NI GSWYDKAPSFS | E AAI RPPH+FD+I TGL VYT+ R+ TS
QLTREVYTDPLGAVDVPNI GSWYDKAPSFSEI EKAAI RPPHVFDYI TGLTVYTKKRSFTS

DRYI RFWAGHT | GYKKVNTPETNVQWYGTNONL QDTSTFDFKGYNI YKTLSKDAVLFDI S
DRY+R+WAGH | YK + T T QWGINONLQ TS FDF Y+l YKTLS AVL DI
DRYMRYWAGHQ SYKHI GTSSTETQWGTNONLQSTSNFDFTNYD! YKTLSNGAVLLDI V

QSGYTYTFFGVPEVEFFLVNQUNNTSKIILVYKPVSKDI | QKTRDSEL ELPPATSDPI | SN
GYTYTFFGVPE EFF+VNQ+NNT K L YKP SKDI | +TRDSELELPP TS
YPGYTYTFFGVPETEFFMYNQLNNTRKTLTYKPASKDI | DRTRDSEL ELPPETSGQPNYE

AYSHRLNHI TFI YSSSTNTYVPVFSWAHWSADLENTI YPEKI TQI PAVKANYTGPSTTVI
+YSHRL HI TFI YSSST+TYVPVFSW H SADL NT+ +I TQ P Kt+ G +T +l
SYSHRLGHI TFI YSSSTSTYVPVFSWIHRSADLTNTVKSCEI TQ PGGKSSTI GRNTYI |

NSRGLYGGNI VHTSNANATEAI LG NCRENFTSNOKY! VRI RYAADRSGT LKL SAGTSSR
RG GG++V. T+ | + F +0t+ +RIRYA++ + + L S
KGRGYTGGDL VASEEEEIL TDRI GSCEFQM FPESQRFRI RI RYASNETSYI SLYGLNQSG

TI DFNATMIPGT SPILEYNSFKYAVBNTFFEVISTNQ LNLLI FVTENFPGNLY! [JDKFE
T+ FN T + L YN FKY V+++1 L1 + N N+ D+t E
TLKFNQTYSNKNENDL TYNDFKY!I EYPRVI SVNASSNI QRLSI Gl QTNEBITNLFI LDRI E

FI PVDETYEAEQDL ENAKKAVNAL FTNTKDGLRPGVTDYEVNQAANL VECL SDDL YPNEK
FI PVDETYEAE DLE AKKAVNALFTNTKDGL+PGVTDYEVNQAANLVECL SDDLYPNEK
FI PVDETYEAET DL EAAKKAVNAL FTNTKDGL QPGVTDYEVNQAANL VECL SDDL YPNEK

RLL FDAVREAKRL SEARNL L QDPDFQEI NGENGATASTG EVVEGDAL FKGRYLRLPGAR
RLLFDAVREAKRL SEARNL LQDPDFQEI NGENGATASTG EV+EGDA+FKGRYLRLPGAR
RLLFDAVREAKRL SEARNL L QDPDFQEI NGENGAMASTG EVI EGDAVFKGRYLRLPGAR

Q DTETYPTYLYQKI DEGVLKPYTRYRLRGFVGRSQGLEI YTI RHQTNRI VKNVPDNLLP
+1 DTETYPTYLYQK++EGVLKPYTRYRLRGFVG SQGLEI YTI RHQTNRI VKNVPD+LLP
El DTETYPTYLYQKVEEGVLKPYTRYRLRGFVGSSQGLEI YTI RHQTNRI VKNVPDDLLP

DASPGNAGDG NRCSEQKYVNSRL EGEKGL PNGSRSAEAHEFSLPI DI GEI DYNENAGVW
D PN | NRCSEQKYVNSRLE E +RS EAHEFS+PI D GE+DYNENAGHW
DVPPVNNDGRI NRCSEQKYVNSRL EVEREEEEBINRSGEAHEFSI Pl DTGELDYNENAG W

VGFKI TDPEGYATLGNLEL VEEGPL L GDTL ERVKREEQOVKI QVITKRREETDRKYM AKQ
VGFKI TDPEGYATLGNLELVEEGPL GD LER+++EEQQVWKI QUT+RREETDR+YM +KQ
VGFKI TDPEGYATLGNLELVEEGPL SGDAL ERL QKEEQQVKI QVITRRREETDRRYNMASKQ

AVDRL YADYQDQQLNPNVEI TDI TAAQNVI QSI PYVYNDAFPGLPGVNYTKFTELTDRLQ
AVDRLYADYQDQQLNPNVEI TD+TAAQH+!I QSI PYVYN+ FP +PGWNYTKFTELTDRLQ
AVDRL YADYQDQQLNPNVEI TDLTAAQDLI QSI PYVYNEMFPEI PGVNYTKFTELTDRLQ

QAVSL YDQRNAI PNGDFRNEL SNVINT TAGVNVQQLNGTSVLVI PNWDAQVSQQFTVQPNQ
QAW LYDQRNAI PNGD+RNEL SNVINTT+GVNVQQFN' TSVLVI PNWE QUSQFFTVQPNQ
QAWEL YDQRNAI PNGDYRNEL SNVINTTSGVAVQQ NHTSVLVI PNWKEQVSQKFTVQPNQ

RYVLRVTARKEGVGNGYVSI RDGGNQTETLTFSASDYDTNGVYNI QASNTNGYNTNGVYN
RYVLRVTARKEGVGNGYVSI RDGGNQ+ETLTFSASDYDTNG+Y+ QASNTNGYNTN VY
RYVLRVTARKEGVGNGYVSI RDGGNQSETL TFSASDYDTNGWYDTQASNTNGYNTNSVYM

DQTGYI TKTAEFI PHTNQVW EVSETEGTFY!I ESVELI VDVE 1176
+ KT + NQ+W E+SETEGTFYI ESVELI VDVE
| KPAI SRKTVDI SSVYNQWA El SETEGTFYI ESVELI VDVE 1169
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Figura 38. Alinhamento da sequéncia deduzida de aminoé&cidos (cont.).
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A traducao da nova proteina Cry8 pertencente ao isolado brasileiro BT 1622
foi realizada pelo programa ORF Finder (Open Reading Frame Finder), a qual
disponibilizou a localizacéo da regido de leitura aberta, traduzindo a sequéncia de
DNA do novo gene cry8 (3531 pb) em diferentes “frames” (Figura 39).

Figura 39. Fase aberta de leitura (ORF) do novo gene
cry8 de BT_1622.

A sequéncia deduzida da nova proteina Cry8 obtida através do banco de
dados SWISS-PROT é composta por 1176 residuos de aminoacidos, dentre os
guais estéo representados na sequéncia os codons de inicio (ATG) e término da
traducéo proteica (TAA) (Figura 40).

1 at gagt ccaaat aat ct aaat gaat at gaaat t at agat gcgaca
M S P NNULNEY E 1T | D AT
46 ccttctacatctgtatctaatgatactaccagatacccttttgca
P S T SV S NDTTRY P F A
91 aat gaaccaacaaat gcgttacaaaat at gaatt at aaggat t at
N E P TNA AL QNMMNMNY K DY
136 ttaagaat gt ct gaaggtt acgat agt gaat at gct ggt t cacct
L R MSEGYDSEYAGSP

Figura 40. Sequéncia deduzida da proteina Cry8 de BT_1622 pelo programa ORF FINDER (NCBI).
Em destaque: cédon de inicio da traducdo génica (ATG) (em verde), metioninas
presentes na sequéncia proteica (em azul) e codon de finalizag@o do gene (TAA) (em
vermelho).
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gaagcatttact agt gggcaagat gcggt t aaagccgcgat t ggt
E AF TS GOQUDAVKAAI G
gt ggt aggt caaat at t ggggaaat t aggggt t ccattt gt t ggg
vV V.G QI L G KL GV P F VG
ccgat t gt gagcct at at agt gcacttattgatgtttt gt ggcca
P 1 VvV SL Y SALI DV L WP
ggt ggaaagagt caat gggaaat tttt at ggaacaagt agaagca
G GKSOQWETI F MEGQVEA
ct cat t aat aaaaaaat agcagaat acgcaaggaat aaggcaat t
LI NKKI A EY A RNK A |
gcagaat t agaggggt t agggaat aact acaaaat at at t t aaca
A EL EGL GNNYK KT I Y L T
gcact t gaagaat ggcagaaaaat ccaagt agt acaagagt ctta
A L EEWOQIKNWPS S TRV L
cgcgatgttcagaatcgatttgaaattcttgatagtttatttacg
R DV QNRUFEI L DSL FT
caatatat gccttcttttcgggt agct ggttat gaagtaccatta
QY MmP S F RV AGY E VP L
cttacagt at at gcgcaagcagct aaccttcatttactgttatta
L T VY AQAANULUHIULIL L L
aaggat gct t caaat t t t ggagaagaat ggggat t aacaggaagt
K D ASNUFGEEWGTLT G S
gaagt t aat acct at t at gat cgt caaat gagt tt aact gcagag
E VNTY Y DRQMS L T A E
tattct gat cacagt gt gaaat ggt at aacact ggt t t agat caa
Y S DHSV KWY NTGUL D Q

t t aaaaggat cgaat gct agacaat gggt t gcat at aaccgtttc
L K GS NAROQWVAY NRF
cgt agagagat gacact gacggt gt t agat gt t gt ggcattattt
R R EMTL TV L DV V A L F

t caagct at gat acgcgt acgt at ccgat cgaaacgacagct caa
S SYDTWRTYPI1 ETT ANRQ
ctt acaagagaagt at at at ggat ccact cggt gcagt agat gt g
L T R EVY MDWPUL GAV DYV
tctaat att ggat cct ggt at gacaaagcgeccttctttttcggcet
S NI G S WY D KAPSF S A
at agaaagt gcggct att cgaccacctcatttgtttgattttata
| E S A A | R P P H L F D F
acggggcttatagtttatacacaattacgtaatctcacttctgat
T G L I VYT QUL RNWLT S D
cgttatatacgtttttgggct ggt cat acaat aggat at aaaaaa
R Y I RF WAGHTI G Y KK
gt caat acacct gaaact aat gt acagat gt at ggaact aat caa
V NT P E T NV Q MY G T N Q
aatttacaagatactagcacttttgattttaagggttacaatatt
N L Q DTS TFDUFK G Y N

t acaagact ct at caaaggat gcagt act cttt gat at at ct caa
Y K T L S KDAVLUFDI S Q
tctggttatacgtatacattttttggaat gccggaagt cgaattt
s GYy T YTVFUFGMWPE V E F

Figura 40. Sequéncia deduzida da proteina Cry8 de BT_1622 (cont.).



72

1306

1351

1396

1441

1486

1531

1576

1621

1666

1711

1756

1801

1846

1891

1936

1981

2026

2071

2116

2161

2206

2251

2296

2341

2386

tttct ggtaaaccaagt gaat aat act agt aagt t agt gt at aag
F LV NQVNNTSI KL VYK
ccggtttccaaagat at t at acagaaaacaagagat t cagaact a
P Vv S K D1 I Q K TRD S E L
gaat t gcct ccagcaacat cagat ccaat aattt ct aacgcat ac
E L P P A T S D P I I S N A Y
agccat agattaaatcatattacatttatttactccagttcaacc
S HRL NHI T FI1 Y S S ST
aatacgtatgtacctgtattttcttgggcacattggagt gcagat
N T Y V PV F S WAUHWS A D
ctt gagaat acaat tt at ccagaaaaaat t acacaaat cccagct
L ENTI Y P EKI T Q1 P A
gt aaaagct aat t at accggt cctt ct acaacagt aat aaat t ct
vV K ANY T GP S T TV I NS
agaggat t at at ggagggaat at agt acacacat ct aat gct aat
R GL Y GGNI V HTSNAN
gcgact gaagcaat ct t aggaatt aatt gt agatttaattttaca
AT EAI L GI NCRUFNZFT

t cgaat cagaaat acat t gt t agaat t agat at gct gct gacaga
S NQK Y I VR I RY A A DR
tctggt acgcttaaattat ct gct gggacct ct agcaggact at a
S G T L KL S AGT S SRT
gattttaat gcaacgat gact cct ggt act agt ct t gaat at aat
D FNATWMTWPGT S L E Y N
tcctttaaatatgcgat gt caaacacgttctttgaagttagtaca
S F K YAMSNTFUFEV ST
aat caaat attaaaccttcttatttttgtgacggagaattttccg

N QI L NL L I F V TENTFP
ggt aactt at acat t gat aaat t cgaat t cat cccagt agat gag
G NL Y I DKZFEF 1 P V DE

acct at gaagcggaacaagat ct t gaaaat gcaaagaaagcagt g
T Y E A E QDL E NAIKK AV
aatgctttgtttacgaat acaaaagat ggattacgaccaggcgt a
NAL FTNTIKUDGULRUP GV
acggat t at gaagt aaat caagcggcaaact t agt cgaat gcct a
T DY EV NQAANULV E C L
tcagat gat tt gt at ccaaat gaaaaacgcttgttatttgatgca
S DDLYPNUEIKIRLL F DA
gt cagagaggcaaaacgact t agcgaggcacggaacct gct t caa
V R E A KRL S E ARNUL L Q
gat ccagat t t ccaagagat aaat ggagaaaat ggat ggact gca
D P DFOQEI NGENGWT A
agt acaggaat t gaggt t gt agaaggggacgctttatttaaaggg
s T GI1I EVV E GDA AL F K G
cgttatctacgcct accgggt gcacgacaaat t gat acggaaacg
R Y L R L P G A R QI D T E T
tat ccaacgt attt gt at caaaaaat t gacgaaggt gt at t aaag
Y P T Y L Y QK I DE GV L K
ccat acacaagat at agact gcgaggct t t gt cggaagaagt caa
P Y T RY RL R GZF YV G R S Q

Figura 40. Sequéncia deduzida da proteina Cry8 de BT_1622 (cont.).
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gggt t agaaat t t at acgat t cgt caccaaacgaat cggatt gt a
G L EIlT Y TI RHOQTNIRI V
aaaaat gt accggat aat t t act gccagat gcat ct cccggaaat
K NV P DNWLL P DAS P GN
gct ggt gat ggaat caat cgat gcagcgaacaaaagt at gt aaat
A GDGI NRICSUEOQK Y V N
agt cgt t t agaaggagaaaaaggct t accaaat ggcagt cgt t ct
S RL EGEKGL P NGS R S
gct gaagcgcat gaattctctcttcct att gat at aggagaaat ¢

AE A HEF SLPI DI GE I
gat t acaat gaaaat gcaggagt at gggt t ggct t t aagat t acg
DY NENAGVWYV GF K I T

gat ccagaaggat at gcaacact t ggaaat ct t gaat t ggt agaa
DPEGYATULGNUWLEL V E
gagggt ccat t att aggagacacat t agaacgcgt gaaaagggaa
E GP L L GDTULEIRYV KR E
gaacaacaat ggaagat t caaat gacaaaaagacgagaagaaaca
EQQWKI QMTI KT RTRTETET
gat agaaaat at at gat agccaaacaggcggt agaccgt tt at at
DRKY MI A KQAVDIRLY
gct gat t at caagat cagcaat t aaat ccaaat gt agagat t aca

A DY QDOQOQLNPNVETI T
gat at t act gcggct caaaacgt gat acagt ccattccttatgta
DI T A A QNWVI QS I P YV

t at aat gat gcgtt cccagggtt accaggaat gaact at acgaag
Y ND A F P GL P G MNY T K
tttacagagct aacagat cgact ccaacaagcat ggagt tt gt at
F T EL TDIRULQQAWS LY
gat caacgaaat gccat accaaat ggagat tt ccgaaat gaatta
D Q RNAI P NUGDU FRNEL
agt aat t ggaacacaacagct ggt gt caat gt acaacaact caat
S NWNTTAGVNYV Q QL N
ggtacatctgtccttgtgattccaaattgggatgcacaagtttct
G T SV L VI P NWDAQOQV S
caacagtttacagt ccaaccgaaccaaagat at gt gct acgagt t
Q QF TV QP N QRY VL RV
accgcaagaaaagaaggt gt aggaaat ggat at gt aagt at ccgt
T A RKEGVGNGY VS I R
gat ggt ggaaat caaacagaaacgcttacgttt agt gcaagt gat
D GGNOQTETULTF S ASD

t at gat acaaat ggt gt gt at aat at acaagcgt cgaat acaaac
Y DT NGV Y NI QA S NT N
ggat at aacacaaat ggt gt gt acaat gat caaaccggct at atc
G Y NTNGVYNDIOQT G Y I
acaaaaacagcggaattcattccacat acaaat caagt gt ggat t
T K TAEZFI P HTNQV W
gagat gagt gagaccgaaggt acgt t ct at at cgaaagt gt agaa
E M S ETEGTF Y | E S V E
ttgattgtagacgt agagt aa 3531

L 1 v DV E *

Figura 40. Sequéncia deduzida da proteina Cry8 de BT_1622 (cont.).
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A verificacdo da presenca dos trés dominios estruturais caracteristicos das
0-endotoxinas foi realizada com o auxilio da ferramenta CD-Search (Conserved
Domain Database), na qual foi possivel localizar a posicdo dos dominios I, Il e 1ll
na sequéncia deduzida de aminoacidos da nova proteina Cry8. O primeiro dominio
(dominio 1) foi identificado na regido N-terminal da proteina, entre os residuos de
aminodacidos 70 e 292, cuja funcdo esta relacionada com a insercdo da proteina
na membrana intestinal dos insetos e, consequentemente, com a formacdo de
poros (Figura 41).

O dominio Il esta situado entre os amino&cidos 297 e 510. Localizado entre
os residuos 520 e 659 da regidao C-terminal, o dominio Ill compreende a regido da
proteina Cry8 que dara origem a fracao toxica. A regido referente a toxina ativada
estd representada entre os aminoacidos 513 e 658. Os dominios Il e Ill sdo
responsaveis pela ligacdo da toxina ativada aos receptores encontrados no

intestino dos insetos-alvo (Figura 41).

Figura 41. Dominios conservados da nova proteina Cry8 de B. thuringiensis.
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A sequéncia da nova proteina Cry8 de BT _1622 foi utilizada na anélise de
alinhamentos multiplos (CLUSTALW) juntamente com outras proteinas da classe
Cry8, sendo posteriormente submetidas ao programa MEGA4 para a construgéo
da arvore filogenética. O alinhamento das sequéncias revelou que a nova proteina
Cry8 de B. thuringiensis possui maior proximidade evolutiva com as proteinas das
subclasses Cry8Bal e Cry8Eal, ou seja, sdo proteinas que compartilham um
ancestral comum. Em contrapartida, a proteina Cry8lal foi a que se mostrou mais
distante filogeneticamente da proteina Cry8 (BT_1622) (Figura 42).

= | Cry8Fat
100} Cry8Fa2
Cry8Ka2
Cry8Ga2
100 | CryBGa3
L Cry8Gal

~ 100 [—— Cry8Da1
L Cry8Db1

7 Cry8Jat

|' CryB8Ca3
w J Gyscee

72 Cry8Cal
52 CryBCad

CryBlal

—_—e
0.05

Figura 42. Analise filogenética de proteinas Cry8 (coledptero-especificas). O filograma foi
construido pelo método de “Neighbor-joining” utilizando os alinhamentos multiplos
resultantes do alinhamento realizado pelo programa CLUSTALW. A arvore foi gerada
pelo programa MEGA4. As sequéncias utilizadas na analise foram adquiridas do banco
do NCBI. O nimero representado nas ramificagfes indica os valores de “Bootstrap” (em
porcentagem) obtidos em 1000 repetigdes.
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Atualmente, mais de 550 diferentes genes cry tem sido identificados e
classificados dentro de 68 grupos e subgrupos com base na similaridade da
sequéncia de aminoacidos (CRICKMORE et al.,, 2011). Técnicas como a
clonagem génica e o sequenciamento, quando utilizadas em associacdo a PCR,
permitem a identificacéo e isolamento de novos genes de B. thuringiensis.

SHU et al. (2009a), em estudos envolvendo a técnica de PCR-RFLP com
oligonucleotideos universais, detectaram um novo tipo de gene cry8, que
posteriormente foi identificado como cry8Gal, codificando um polipeptideo de
1157 aminoacidos com uma massa molecular de 131,2 kDa.

Estudos realizados posteriormente com a linhagem de B. thuringiensis
Bt185 por SHU et al. (2009b), resultaram na obtencéo de outros dois novos genes,
cry8Eal e cry8Fal, codificando polipeptideos de 1164 e 1174 residuos de
aminodcidos, respectivamente. O alinhamento da sequéncia deduzida de
aminoacidos das proteinas Cry8Eal e Cry8Fal indicou similaridade de 70 e 63%
respectivamente com a proteina Cry8Ba.

YAMAGUCHI et al. (2008) selecionaram o isolado de B. thuringiensis
(BBT2-5) devido a elevada toxicidade que o mesmo apresentou ao besouro
Popillia japonica Newman (Coleoptera: Scarabaeidae). Concomitantemente,
andalises moleculares identificaram um novo gene denominado cry8Dd, com uma
sequéncia de nucleotideos de 3525 pb, o qual codifica para uma proteina de 1174
residuos de aminoacidos. A partir de amostras de solo coletadas no Japao,
ASANO et al. (2003) isolaram da linhagem de B. thuringiensis subsp. galleriae
SDS-502 um novo gene pertencente a classe cry8 com atividade toxica a Anomala
cuprea Hope (Coleoptera: Scarabaeidae), designado de cry8Da, o qual produz um
cristal de 130 kDa.

Sendo assim, a descoberta de novos genes como o cry8 (BT_l1622)
relatado nesta tese, € de extrema importancia para o desenvolvimento de novos
bioinseticidas promissores no controle de insetos-praga, bem como sua utilizagéo

na construcao de plantas geneticamente modificadas (plantas Bt).
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5.2. Patogenicidade da nova proteina Cry8 de BT _1622 a larvas de 22
instar de S. levis

A anadlise da atividade bioinseticida da proteina Cry8 presente no isolado
BT _1622 foi verificada através de bioensaio com larvas de 22 instar de S. levis. O
teste de patogenicidade foi desenvolvido com a utilizacdo da proteina Cry8
solubilizada nas concentragdes de 50 e 100 ug/ml. A quantidade de repeticBes
utilizadas no bioensaio foi pequena devido a disponibilidade de larvas de S. levis.

A andlise do ensaio de patogenicidade foi realizada no 152 dia posterior a
montagem do ensaio. O tratamento constituido pela linhagem padrédo B.
thuringiensis var. tenebrionis resultou na mortalidade de duas larvas (10%) para a
proteina utilizada na concentracdo de 50 pg/ml e uma larva morta (5%) no
tratamento de maior concentragao (100 ug/ml).

Em relacdo ao tratamento realizado com o isolado BT _1622 (50 ug/ml),
pode-se observar que dentre 20 larvas, houve a mortalidade de apenas uma (5%).
Em contrapartida, o tratamento com BT_1622 (100 pg/ml) resultou na mortalidade
de quatro larvas de S. levis (20%) (Figura 43). No controle negativo, realizado com
duas testemunhas (uma contendo &agua previamente esterilizada e a outra
composta pelo tampéo fosfato utilizado na solubilizagdo da proteina) ndo foi
registrada nenhuma mortalidade. Os principais sintomas observados durante a
realizacdo do bioensaio foram a reducdo gradativa dos movimentos, inanicao

alimentar e a mudanca na coloragéo corporal das larvas de S. levis.

Figura 43. Larvas de S. levis mortas devido a ingestdo da nova proteina Cry8 de BT_1622.
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A baixa mortalidade das larvas de S. levis submetidas aos tratamentos com
a nova proteina Cry8 de BT _1622 pode estar associada a uma série de fatores
fisiolégicos do organismo do inseto: dificuldade na solubilizacdo das proteinas
devido as condicdes de pH, defeitos na clivagem proteolitica das toxinas,
degradacdo das toxinas por proteases intestinais, ligacdo das proteinas Cry a
sitios especificos de moléculas ndo-funcionais, modificacdo dos sitios de ligagcéo e
defeito na formacgé&o do poro.

A avaliacdo da toxicidade do isolado BT_1622 a larvas de S. levis também
foi realizada por CICERO (2007), no entanto, utilizando uma suspensdo composta
pela mistura de esporos + cristais na concentracdo de 3 x 10® esporos/ml. Os
resultados obtidos no bioensaio foram similares aos apresentados neste estudo,
ou seja, a obtencdo da baixa mortalidade de larvas de S. levis.

Embora a taxa de mortalidade ainda continue sendo baixa, os resultados
indicam a necessidade da realizagdo de um ensaio para a determinacdo da
concentracao letal necessaria para causar a mortalidade de 50% das larvas de S.
levis (CLso). Paralelamente, testes de patogenicidade envolvendo outros insetos-
praga da ordem Coleoptera sdo necessarios para a avaliacdo da toxicidade e
especificidade da nova proteina Cry8. Os resultados obtidos com o presente teste,
preliminar a producédo em larga escala da proteina por meio da expressao do novo
gene cry8 em E. coli, indicaram uma relativa suscetibilidade das larvas de S. levis
a classe de proteinas Cry8.
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6. CONCLUSOES

v' O isolado BT_1622 é portador de uma nova subclasse do gene cry8;

v/ O novo gene cry8 possui 3531 pb, conforme a estratégia de “primer

walking”;

v" A sequéncia da nova proteina Cry8 é constituida por 1176 aminoacidos;

v' Larvas de Sphenophorus levis apresentam relativa suscetibilidade a nova

proteina Cry8 de Bacillus thuringiensis, nas condi¢des testadas.
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